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Tässä työssä kehitettiin kaksi erillistä kvantitatiiviseen PCR:n perustuvaa 
tunnistusmenetelmä, joilla mansikan patogeenit, tyvimätää aiheuttava Phytophthora cactorum 
sekä punamätää aiheuttava P. fragariae, pyrittiin tunnistamaan mansikan taimista. Patogeenit 
tunnistettiin lajispesifeillä hydrolysaatiokoettimilla.  
P. fragariae -tutkimusmateriaali oli peräisin Eviralta ja koostui useista eri 
mansikkalajikkeiden taimista, jotka oli kerätty infektoituneilta pelloilta. P. cactorum -
patogeeniä puolestaan tutkittiin Fragaria x ananassa Senga sengana ja Fragaria vesca 
Hawaii 4 taimilla, jotka oli kontrolloiduissa olosuhteissa altistettu kahdelle eri P. cactorum -
patogeenikannalle (407 ja 440). Patogeenit pyrittiin määrittämään sekä kruunu- että 
juurisolukosta valmistetuista näytteistä. P. cactorum -patogeeni pyrittiin määrittämään myös 
lehti- ja rönsynäytteistä. Herkän ja sensitiivisen patogeenien tunnistusmenetelmien lisäksi, 
tutkimusmateriaalin avulla pyrittiin selvittämään leviääkö patogeenit systeemisesti 
kasviyksilön sisällä. Samalla pyrittiin selvittämään P. cactorum -kantojen virulenssin ja 
patotyypin eroja sekä kahden mansikkalajikkeen vastustuskykyä tyvimätää vastaan. 
Tutkittavia kohteita selvitettiin mittaamalla näytteiden patogeeni-DNA:n määrät, 
vertailemalla eri ryhmien positiivisten ja negatiivisten tulosten määriä sekä vertaamalla 
tuloksia näytteenottohetkellä otettuun kuvaan. Näytteiden sisältämä patogeeni DNA:n -määrät 
määritettiin vertaamalla näytteiden C(t) -arvoja standardilaimennossarjaan. 
Punamätä näytteistä tutkituista 17:sta neljä osoittautui positiivisiksi. Nämä olivat kaikki 
pääjuurisolukkoa. Tutkittujen solukkonäytteiden lisäksi, Eviran kahdeksasta positiivisesta 
kontrollinäytteestä, vain yhdestä ei saatu määritettyä punamätää. Pienin määritetty P. fragarie 
-patogeenin DNA määrä standardinäytteistä oli 250 fg ja positiivisiksi todettujen 
solukkonäytteiden patogeeni-DNA:n määrät olivat välillä 1,35-14 pg.  
P. cactorum -patogeeni havaittiin 22 juuri- ja kruunusolukkonäytteestä, kun tutkittuja 
näytteitä oli yhteensä 41. Tyvimätä-positiivisten näytteiden patogeeni-DNA:n määrät 
vaihtelivat välillä 0,36-260 pg. Myös P. cactorum kohdalla pienin tunnistettu patogeeni-
DNA:n määrä oli 250 fg. Patogeenikantojen virulenssissa ja isäntälajikkeiden 
vastustuskyvyssä oli selviä eroja. P. cactorum -kannan 407 havaittiin olevan virulentimpi 
isäntälajikkeelle Senga sengana. Kanta 440 oli puolestaan virulentimpi Hawaii 4 -lajikkeelle. 
Punamätä havaittiin ainoastaan pääjuurinäytteistä mahdollisesti koska tutkitut näytteet 
olivat jo osittain hajonneet pitkän säilytyksen ja voimakkaan infektion takia. Tyvimätä 
havaittiin pääasiassa kruunu ja juurisolukoista. Muista solukoista se olisi mahdollisesti saatu 
havaittua kasvattamalla taimia pidempään altistuksen jälkeen. Suunnitellut menetelmät ovat 
kuitenkin lajispesifejä ja sensitiivisiä. Tulosten perusteella suunnitellut menetelmät ovat 
riittävän herkkiä patogeenien P. cactorum ja P. fragariae tunnistamiseen. Patogeenien 
yhdenaikainen tunnistus ei kuitenkaan onnistunut duplex-menetelmällä, sillä suunniteltu 
menetelmä antoi vääriä positiivisia tuloksia. Tutkimuksessa saatiin myös selville, että 
molemmat P. cactorum -kannat kuuluvat tyvimätää aiheuttavaan patotyyppiin ja, että P. 
cactorum voi mahdollisesti levitä systeemisesti kasviyksilön sisällä. Tämän lisäksi erityisesti 
patogeenikanta 407 vaikuttaa olevan erityisen vaarallinen puutarhamansikalle.   
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In this study two separate real-time PCR protocols were created to detect two plant pathogens 
Phytophthora cactorum and P. fragariae, commonly found in strawberry. PCR detection was 
conducted with hydrolysis probes. 
P. cactorum was studied with Fragaria x ananassa Senga sengana and Fragaria vesca 
Hawaii 4 transplants cultivated in controlled environment in Kuopio campus research garden. 
Both strawberry cultivar transplants were separately infected with two different strains of P. 
cactorum (407 and 440). In turn strawberry transplants containing P. fragariae originated 
from infected fields around Finland. Research material to study P. fragariae was provided by 
Evira. Detection of P. cactorum and P. fragariae was attempted from both crown and root 
tissues. P. cactorum diagnosis was also attempted from leaf and runner tissues. In addition to 
pathogen detection, it was determined whether the pathogens can travel systemically within 
the transplant. Also the difference in virulence of two P. cactorum strains within the two host 
cultivars was determined. Different goals were achieved by measuring the sample’s pathogen 
DNA content, comparing the amount of positive and negative results in each test group and 
by comparing the results to the pictures taken at the moment samples were made. The 
pathogen DNA quantitation was made by comparing sample C(t) values to a standard dilution 
series. 
P. fragariae -pathogen was detected from 4 samples out of 17 examined. All the positive 
samples were prepared from root tissue. In addition to tissue samples, also P. fragariae 
positive control samples, provided by Evira, were tested. Out of eight tested control samples 
only one didn’t show a positive result. P. fragariae was successfully detected from standard 
dilution samples that contained only 250 fg of pathogen DNA. Pathogen DNA quantity in the 
studied tissue samples were relatively low ranging from 1,35 to 14 pg.  
P. cactorum pathogen was successfully detected from 22 root and crown tissue samples out 
of 41 examined. Quantities of P. cactorum DNA in positive samples ranged between 0,36 and 
260 pg. From standard dilution series the pathogen was also detected from samples with only 
250 fg of P. cactorum DNA. Distinction between different P. cactorum pathogen strains was 
evident. P. cactorum strain 407 was determined to be clearly more virulent to garden 
strawberry cultivar Senga sengana. In turn pathogen strain 440 was more virulent to 
strawberry cultivar Hawaii 4.  
P. fragariae was detected only from main root tissue samples possibly because sample 
decay. P. cactorum was detected mainly from root and crown tissues. Possibly with longer 
inoculation after infection this pathogen could be also detected from leaf tissues. 
Nevertheless, both detection methods are sensitive and specific. The designed method is 
sensitive enough to detect P. cactorum from symptomless strawberry transplants. Detection of 
both pathogens was also attempted simultaneously (duplex) but wasn’t successful due to 
incorrect positive results. The results of this study implicate that both P. cactorum pathogen 
strains 407 and 440 belong to the crown rot pathotype group, and that P. cactorum can travel 
systemically from one tissue to another. P. cactorum strain 407 was also found to be 
extremely virulent to garden strawberry. 
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1 JOHDANTO 
 
Mansikka on maailmanlaajuisesti viljelty marja, joka on myös Suomessa taloudellisesti 
merkittävä viljelykasvi. Vuonna 2013 Suomessa oli 1172 mansikkaa viljelevää yritystä, 
joiden mansikkasato oli yhteensä yli 13 miljoonaa kiloa (TIKE 2014). Mansikanviljelyä 
uhkaavat kuitenkin useat eri kasvipatogeenit (kasvitaudinaiheuttaja), kuten kotelosieniin 
kuuluvat harmaahome (Botrytis cinerea) tai mustalaikku (Colletotrichum acutatum). Viime 
vuosina myös sientenkaltaiseen oomykeettien ryhmään kuuluvat Phytophthora-suvun 
patogeenit ovat aiheuttaneet ongelmia mansikkaviljelyksillä. 
Kaksi Phytophthora-sukuun kuuluvaa patogeeniä Phytophthora fragariae Hickman var. 
fragariae Wilcox & Duncan sekä P. cactorum Lebert & Cohn aiheuttavat Suomen 
mansikkaviljelyksillä vuosittain merkittäviä tuhoja. Punamätä havaittiin Suomessa 
ensimmäisen kerran vuonna 2012 yhteensä 41 tilalta, ja on jatkanut leviämistä viime vuosina 
(Evira 2012). P. fragariae aiheuttaa punamätää, joka tuhoaa ensin taimen hiusjuuriston ja 
lopulta tappaa taimen. Erityisen vakavan punamädästä tekee sen kestävät lepoitiöt, jotka 
voivat pysyä elinkykyisinä maaperässä yli 10 vuotta. Tämä estää mansikan viljelyn 
saastuneilla alueilla, sillä toimivaa keinoa punamädän hävittämiseksi ei ole kuvattu. P. 
cactorum patogeeni aiheuttaa mansikoissa tyvimätää sekä nahkamätää. Juurakon tuho-oireita 
kutsutaan tyvimädäksi ja marjoissa ilmeneviä oireita nahkamädäksi. P. cactorum voi levitä 
maaperässä veden mukana tai pisaratartuntana infektoituneesta marjasta toiseen marjaan tai 
kasviyksilöön (Madden ym. 1991). 
Tällä hetkellä P. cactorum ja P. fragariae patogeenien torjunta perustuu lähinnä 
ennaltaehkäiseviin keinoihin ja hallinta pelloilla perustuu leviämisen estämiseen. Tästä syystä 
Sisä-Savon kuntayhtymän Marjaosaamiskeskuksen pyynnöstä suoritettiin kirjallisuuskatsaus 
punamädän hävittämis- ja hallintakeinoista. Kirjallisuuskatsauksen tarkoituksena oli selvittää 
keinoja punamädän hallintaan, hävitykseen sekä leviämisen ennaltaehkäisyyn. Vaikka selvitys 
oli tehty ainoastaan punamädän osalta, esitetyt menetelmät voivat yhtä hyvin toimia myös 
tyvimätä patogeeniä vastaan, sillä ne ovat elinkierroltaan ja morfologialtaan samankaltaisia . 
Koska toimivaa hävittämiskeinoa kummallekaan patogeenille ei ole kuvattu, on 
ennaltaehkäisevät menetelmät parhaita keinoja taudin hallinnassa. Ennaltaehkäisevistä 
keinoista tehokkain on epäilyttävän taimimateriaalin testaaminen patogeenien varalta, ennen 
kuin se pääsee leviämään laajemmalle. Menetelmän on kuitenkin oltava tarpeeksi herkkä 
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tunnistamaan tietty patogeeni, vaikka lajityypillisiä oireita ei olisi näkyvissä. Kvantitatiiviseen 
polymeraasiketjureaktioon perustuva testi (qPCR) on herkkä, lajispesifinen ja yleisesti 
patogeenidiagnostiikassa käytetty menetelmä, joilla kasvipatogeenien DNA voidaan 
luotettavasti havaita (mm. Catal ym. 2013, Nath ym. 2013). 
Työn kokeellisessa osiossa selvitettiin, toimiiko kehitetty qPCR:n perustuva menetelmä 
kasvipatogeenien P. cactorum ja P. fragariae tunnistamiseen oireettomista taimista. 
Aikaisemmat PCR:n perustuvat menetelmät patogeenin tunnistamiseksi ovat osoittautuneet 
työläiksi tai kontaminaatioherkiksi. Samalla selvitettiin kahden eri P. cactorum -
patogeenikannan eroja, sekä kahden eri mansikkalajikkeen vastustuskykyä kyseistä 
patogeeniä vastaan. P. cactorum -kannoista selvitettiin myös niiden patotyyppi sekä niiden 
mahdollinen leviäminen systeemisesti. 
 
2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Patogeenien P. cactorum ja P. fragariae taksonomia 
 
Phytophthora-suvun lajit ovat pääasiassa kaikki kasvipatogeenejä, joista tunnetuin lienee 
perunaruttoa aiheuttava Phytophthora infestans. ”Phytophthora” tarkoittaakin suoraan 
käännettynä kasvin tuhoajaa. Phytophthora-suvun patogeenit voidaan jakaa kymmeneen eri 
ryhmään, joista jokaiseen ryhmään kuuluu useita eri lajeja. Taksonominen jaottelu perustuu 
tiettyjen DNA-sekvenssien eroihin, kuten mitokondriaalisiin ylläpitogeenien sekä genomisen 
ITS -alueen eroihin (Kroon ym. 2012). 
 
2.2 P. cactorum -patogeenin elinkierto ja biologia 
 
P. cactorum -patogeeni havaittiin ensimmäisen kerran Suomessa vuonna 1990 (Anon. 2014a). 
Kyseinen patogeeni on kuitenkin todennäköisesti ollut Suomen luonnossa jo paljon 
aikaisemmin. P. cactorum voi infektoida satoja eri isäntäkasveja ja sen oireet vaihtelevat 
isäntäkasvikohtaisesti (Erwin & Ribeiro 1996, Eikemo ym. 2010 mukaan). Mansikalla 
ensimmäinen näkyvä oire on kasvun hidastuminen. Ensimmäiset tunnistettavat P. cactorum -
patogeenin aiheuttamat oireet mansikalla ovat kuitenkin tummat laikut lehtikruunussa 
(tyvimätä). Toinen lajityypillinen oire on erityisesti pisaratartuntana leviävä nahkamätä. 
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Tyypilliset oireet ovat marjojen nekroottiset alueet (nahkamätä). Jälkimmäinen oire voidaan 
helposti sekoittaa harmaahomeen oireisiin (Botrytis cinerea) (Madden ym. 1991). P. 
cactorum -kannat ovat isäntäkohtaisia, eli ainoastaan tietyt kannat pystyvät aiheuttamaan 
vakavia infektioita mansikassa (Eikemo ym. 2004). Tämän lisäksi P. cactorum -patogeenistä 
on määritetty kaksi patotyyppiä (saman lajin alaryhmä, jotka poikkeavat 
taudinaiheuttamiskyvyltään), sen mukaan aiheuttavatko ne mansikassa tyvi- vai nahkamätää. 
Patotyypit eroavat toisistaan AFLP-profiiliensa perusteella (amplified fragment lenght 
polymorphism) (Eikemo ym. 2004). Patotyypit eroavat toisistaan siten, että ainoastaan 
tyvimätäpatotyypin kannat pystyvät aiheuttamaan tyvimätää (Bhat 2006, Van der Scheer 
1973, Harris & Stickels 1981 mukaan, Harris & Stickels 1981, Eikemo ym. 2004), kun taas 
marjojen nahkamätää pystyy aiheuttamaan kumpikin patotyyppi. Tämän perusteella 
tyvimätäpatotyyppi on eriytynyt nahkamätäpatotyypistä. Patotyyppi vaikuttaa olevan osittain 
liukuva käsite, sillä osa nahkamätäpatotyypin kannoista pystyy aiheuttamaan lievän infektion 
myös kruunusolukossa (Eikemo ym. 2004). 
Tyvimätää aiheuttava P. cactorum leviää maaperässä joko infektoituneiden kasviosien 
avulla tai pisaratartuntana. Talvehtiminen tapahtuu lepoitiömuodossa infektoituneessa. P. 
cactorum on homotallinen laji (Kroon ym. 2012) mikä tarkoittaa, että suvulliseen 
lisääntymiseen tarvittavat pariutumistyyppikohtaiset geenit sijaitsevat samassa yksilössä. 
Tästä syystä suvulliselle lisääntymiselle ja lepoitiöiden muodostamiselle ei ole 
maantieteellistä estettä. Lepoitiöt (oosporit) itävät keväällä muodostaen sporangian, joka 
sisältää parveiluitiöitä (tsoosporeja). Parveiluitiöt leviävät maaperän veden mukana tartuttaen 
joko juuria tai mahdollisesti pisaratartunnan avulla marjoja. Infektoituneissa marjoissa 
muodostuu uusia parveiluitiöitä ja sienirihmastoa, jotka pisaratartunnan avulla leviävät 
muihin yksilöihin tai maaperään (Madden ym. 1991). Lepoitiöt kehittyvät ainakin 
muumioituvassa mansikan marjassa (turvonneessa kukkapohjuksessa). Optimaalisin lämpötila 
marjan infektoimiseen sekä sporangion muodostamiseen on 20 ºC (Madden ym. 1991). 
Patogeenin leviämisen kannalta veden määrä kuitenkin on huomattavasti tärkeämpi tekijä 
kuin lämpötila.  
Tyvimätää aiheuttava patogeeni P. cactorum voi infektoida  lukuisia eri kasvilajeja eri 
kasviheimoista tai siirtyä kasvista toiseen aiheuttamatta oireita. Juuri lukuisat mahdolliset 
isäntäkasvit tekevät tyvimätäpatogeenin hävittämisestä erityisen haasteellista, sillä se voi 
levitä niin hyöty- kuin rikkakasvien välityksellä ilman, että se aiheuttaa huomattavia oireita. 
Infektion voimakkuus riippuu patogeenikannasta, sillä usein tietty patogeenikanta on erityisen 
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virulentti ja aiheuttaa näkyviä oireita vain yhdelle tai muutamalle lajille. Myös lajikkeiden 
välinen virulenssi vaihtelee (Bhat ym. 2006, Hantula ym. 2000, Eikemo ym. 2003, Pérez-
Jiménez ym. 2012, Rytkönen ym. 2012).  
 
2.3 P. fragariae -patogeenin elinkierto ja biologia 
 
Punamätä havaittiin ensimmäisen kerran Suomessa 2012 ja saastuneiden peltojen määrä on 
kasvanut vuoden 2013 aikana. Tauti on yleinen koko Euroopassa, eikä tehokasta menetelmää 
punamädän hävittämiseksi ole kuvattu. Elinkierron merkittävin vaihe, lepoitiöt, voivat pysyä 
lepotilassa jopa 10 vuotta tai enemmän (Newton ym. 2010). Tästä syystä viljelykierto on 
yksistään riittämätön keino patogeenin hävittämiseen. Tarkkaa syytä itämiseen ei tunneta, 
mutta optimaalisin lämpötila itämiselle on 10-15 ºC (EPPO 2014). Oosporin itäessä siitä 
kasvaa ulos yksi tai useampi sporangia (Kuva 1). Sporangiasta vapautuvat tsoosporit leviävät 
maaperässä erityisesti sulamis- ja tulvavesien valuman mukana (Newton ym. 2010), ja 
liikkuvat aktiivisesti siimahännän (flagella) avulla kohti mansikan juuria, jonka kohdatessaan 
ne muodostavat ympärilleen suojakuoren (kysta). Kystasta kasvaa mansikan juuren sisälle 
iturihma, joka levittäytyy juuren johtosolukkoon (steeliin). Osa sienirihmastosta voi kuitenkin 
kasvaa ulospäin mansikan juuresta ja muodostaa mansikan juuren pinnalle sporangioita, joista 
vapautuu lisää parveiluitiöitä. Suvullinen lisääntyminen tapahtuu pääjuuren ksyleemissä, 
jonka seurauksena steeli täyttyy lepoitiöistä (EPPO 2014). Ensimmäiset lepoitiöt voivat 
muodostua jo 4-6 päivän kuluttua infektiosta (Law & Milholland 1991). Usein sekundaariset 
patogeenit hajottavat juuren rakenteen, jolloin lepoitiöt pääsevät levittäytymään ympäristöön 
(EPPO 2014). 
Eviran ohjeiden mukaisesti viljelyhygienia, kohotetut penkit, ja saastuneiden peltoalojen 
rauhoittaminen viljelyltä ovat paras keino taudin hallinnassa. Puhdastaimiviljelykset ja 
sertifikaattijärjestelmät ovat paras ennaltaehkäisevä keino hallita punamädän leviämistä 
Euroopan laajuisesti (EFSA 2014). Nämä keinot eivät kuitenkaan auta patogeenin 
hävittämisessä tai hallinnassa pelloilla, joilla patogeeni jo esiintyy. Monet lajityypilliset 
piirteet tekevät Phytophthora fragariae -patogeenin hävittämisestä erittäin vaikeaa. Patogeeni 
voi pysyä elinkykyisenä lepoitiötilassa ainakin 10 vuotta (Newton ym. 2010), ja lepoitiöt 
voivat päätyä erittäin syvälle maaperässä, jolloin sen hävittäminen hankaloituu (Hickman 
1940 EFSA 2014 mukaan). Sienitorjunta-aineiden (fungisidien) käyttöä hävityskeinona 
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heikentää patogeenin kyky kehittyä nopeasti vastustuskykyiseksi, sekä kokeellisen tiedon 
puute torjunta-aineiden tehosta juuri patogeeniä P. fragariae vastaan. 
Taudin kontrolloinnin kannalta tärkeimpiä kohtia ovat, estää taudin leviäminen 
parveiluitiöiden kautta, estää kasvin infektoituminen ja samalla estää uusien lepoitiöiden 
muodostuminen. P. fragariae on P. cactorum -lajin tapaan homotallinen laji, joten se pystyy 
lisääntymään myös suvullisesti ilman toisen yksilön läsnäoloa (Kroon ym. 2012). Punamädän 
saastuttamalta mansikkapeltosaralta, jolta mansikan taimet ovat poistettu, punamätä on 
suurimman osan vuodesta lähinnä lepoitiövaiheessa. Lepoitiöt itävät 10-12 °C lämpötilassa, 
joten etenkin syksyllä ja keväällä maaperästä voi löytyä oosporeista vapautuvia 
parveiluitiöitä. Torjuntakohde ei kuitenkaan voi olla ainoastaan parveiluitiöt, sillä lepoitiöistä 
kaikki eivät idä samana vuonna. Parveiluitiöiden torjunta on kuitenkin tärkeää taudin 
leviämisen hallitsemiseksi.  
 
 
Kuva 1: Punamätä-patogeenin elinkierto. 
 
2.4 Kasvin ja patogeenin välinen vuorovaikutus 
 
Kasvit ja niiden patogeenit käyvät jatkuvaa kemiallista kilpavarustelua toisiaan vastaan. 
Kasvien torjuntamekanismien on tarkoitus estää patogeeniä infektoimasta sitä, ja puolestaan 
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patogeenit pyrkivät läpäisemään kasvin soluseinän tai muun rakenteen. Monet kasvin omat 
mekanismit, joiden on tarkoitus estää Phytophthora suvun -patogeenejä tartuttamasta kasvia, 
ovat käyneet hyödyttömiksi. Esimerkiksi kasvien tuottamat proteaasit, joiden on tarkoitus 
pilkkoa patogeenien soluseinää, ovat käyneet hyödyttömiksi, sillä monet oomykeetit tuottavat 
entsyymejä, jotka inhiboivat proteaasien toimintaa (Judelson 2012, Stassen & Van den 
Ackerveken 2011). 
Kasvin soluseinän läpäisyyn patogeenit käyttävät yleisimmin kysteiini-proteaasia. 
Proteaaseista on useita toisistaan poikkeavia kopioita, joka vaikeuttaa kasvin 
puolustautumista. Patogeenit voivat käyttää soluseinän läpäisemiseen myös kutinaasi- sekä 
pektiiniesteraasi-entsyymejä (Judelson 2012, Stassen & Van den Ackerveken 2011). 
Erilaisten hajottavien entsyymien lisäksi patogeenit tuottavat efektoreja, joiden avulla ne 
muokkaavat kasvien metaboliaa niille itselleen suotuisammaksi. Kasvit puolestaan tuottavat 
R-proteiineja joiden avulla ne tunnistavat solut, joiden metaboliaa on muokattu, ja ohjaavat 
kyseiset solut ohjattuun solukuolemaan (Bozkurt ym. 2012, Judelson 2012, Stassen & Van 
den Ackerveken 2011).  
Kasvin omaan puolustukseen perustuvat mekanismit ovat hyviä kohteita uusien lajikkeiden 
jalostuksessa. Resistentin lajikkeen kehittäminen on kuitenkin haasteellista, sillä yksittäisiä 
geenejä, jotka vaikuttavat kasvin resistenssiin, ei välttämättä vielä tunneta. Myöskään 
yksittäisen geenin muokkaaminen ei välttämättä riitä. Myös patogeenin adaptaationopeus 
hankaloittaa jalostuksen tehokkuutta.  
 
2.5 Tyvi- ja punamädän hävittämiseen soveltuvat keinot 
 
2.5.1 Tyvi- ja punamädän torjuntaan käytettävät keinot 
 
Puhtaan taimimateriaalin käyttö, sekä ennaltaehkäisevien torjunta-aineiden suositusten 
mukainen käyttö, ovat parhaita tällä hetkellä käytössä olevia ennaltaehkäiseviä keinoja 
punamädän ja tyvimädän torjunnassa. Myös kosteiden painanteiden ja varjoisten 
viljelyalueiden välttäminen, sekä viljelyhygienian noudattaminen pienentävät myös 
patogeenien leviämisriskiä. Tyvi- ja punamädän hävittämistä toteutettaessa, mansikan taimet 
olisi hyvä poistaa infektoituneelta alueelta. Jättämällä saastuneet taimet pellolle patogeeni 
pääsee lisääntymään ja levittäytymään kyseiselle alueelle, jolloin sen hävittäminen vaikeutuu 
entisestään. Infektoituneen alueen eristämisestä ojilla ja alueen rauhoittamisesta huolimatta, 
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patogeenit saattavat myös levitä eristetyn alueen ulkopuolelle luonnonilmiön seurauksena 
(eläimet, tulva, sulamisvedet). Tyvimädän osalta yli kolmen vuoden viljelykierto saattaa 
riittää hävittämään patogeenin. 
Kemiallisista torjunta-aineista tällä hetkellä Suomessa tyvi- ja punamätää vastaan 
käytetään lähinnä fosetyyli-alumiinia. Tämän tarkasta toimintamekanismista ei ole täyttä 
varmuutta, mutta todennäköisesti sen vaikutus on kasvin vastustuskykyä lisäävä (Andreu ym. 
2006). Fosetyyli-alumiinin lisäksi aiemmin punamätää vastaan käytettiin metalaksyyliä. 
Metalaksyylin käyttö EU:ssa on kuitenkin hiljattain kielletty. Käytetyillä torjunta-aineilla 
punamätää tai tyvimätää ei kuitenkaan ole saatu hävitettyä. 
 
2.5.2 Kemiallisten torjunta-aineiden toimintamekanismit ja soveltuvuus patogeenien 
hävittämiseen 
 
Torjunta-aineiden teho on yleisesti parhaimmillaan, kun niitä käytetään ennaltaehkäisevästi 
ennen patogeenitartuntaa. Osalla torjunta-aineista on myös niin sanottu hoitava vaikutus, eli 
ne voivat hävittää patogeenin myös infektion tapahduttua. Monen torjunta-aineen hoitava 
vaikutus kuitenkin heikkenee olennaisesti, ja häviää kokonaan yhden tai kahden vuorokauden 
kuluessa (Wang ym. 2012, Johnson ym. 2000, Rebollar-Alviter ym. 2007). Etenkin 
punamädän kohdalla, torjunta-aineiden käyttö on ollut lähinnä ennaltaehkäisevää, sillä 
ensimmäiset näkyvät oireet ilmenevät vasta pitkän ajan kuluttua infektiosta, joka vaikeuttaa 
hoitavaa torjunta-aineiden käyttöä. 
Sienille ja sientenkaltaisille organismeille suunnitellut torjunta-aineet voidaan jakaa 
toimintaperiaatteensa mukaan eri ryhmiin. Phytophthora-suvun patogeenejä vastaan 
käytettävien torjunta-aineiden yleisimmät tunnetut kohteet ovat nukleiinihapposynteesi, 
solujakautuminen, soluhengitys, signaalinvälitysketju, lipidisynteesi, solukalvo, 
soluseinänbiosynteesi sekä kasvin puolustuksen aktivointi. Näiden lisäksi osa torjunta-aineista 
on luokiteltu ryhmään ”vaikutusmekanismi tuntematon” tai ”useampi vaikutusmekanismi” 
(FRAC 2013). Taulukkoon 1 on koottu kaikki Suomessa hyväksytyt torjunta-aineet, joita 
käytetään Phytophthora-suvun patogeenien hävittämiseen. Näiden lisäksi selvitettiin 
muutaman Suomessa tällä hetkellä kielletyn torjunta-aineen soveltuvuus patogeenien 
torjuntaan. Torjunta-aineiden tehoa arvioitiin selvittämällä kirjallisuudesta niiden teho, 
patogeenin eri suvullisen ja suvuttoman elinkierron vaiheisiin. Kaupallisten torjunta-aineiden 
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lisäksi selvityksessä arvioitiin myös muiden aineiden, kuten tensidien ja eteeristen öljyjen 
tehoa torjunta-aineina.  
Torjunta-aineiden lisäksi patogeenistä voidaan yrittää päästä eroon steriloimalla maaperä. 
Sterilointiin käytettävät kemikaalit ovat usein vaarallisia, ja monia niistä ollaankin 
kieltämässä tai ne ovat jo kiellettyjä EU:ssa. Turvallisempia keinoja maaperän sterilointiin on 
maaperän säteilytys tai lämmön käyttäminen. Maaperän sterilointia käytetään yleisesti ennen 
viljelyn aloittamista. 
 
Taulukko 1: Eri torjunta-aineiden kauppanimet, vaikuttavat aineet ja käyttötarkoitus. Koostettu Tukes:n 
kasvinsuojeluainerekisterin tietojen perusteella. 
Kauppanimi, 
Edustaja Suomessa 
Vaikuttava 
aine tai aineet 
tuotteen sis. 
muu tehoaine 
käyttökohde 
Revus, Syngenta mandipropamidi  perunarutto, salaatin lehtihome 
Acrobat WG, BASF dimethomorph mankotsebi Sipulin naattihome, perunarutto 
Ridomil Gold MZ 
pepite, Syngenta 
mefenoxam mankotsebi Perunarutto, sipulin naattihome 
Previcur energy, 
Bayer 
propamokarbi  Salaatinlehtihome, Pythium-taimipolte 
Previcur N, Berner propamokarbi-
hydrokloridi 
 Pythium (ja Phytophthora) tyvi- ja 
juuristotautien hoitoon. Poistuu käytöstä 
2014. 
Dithane, Berner mankotsebi  Perunarutto, perunaseitti, herukoiden ja 
karviaisen laikkutaudit 
Bravo Premium, 
Syngenta 
klorotaloniili Propikonatsoli Vehnän ja ohran laikkutautien torjunta 
Curzate M 68 WG, 
DuPont 
symoksaniili mankotsebi Perunarutto 
Electis, Berner zoksamidi mankotsebi Perunarutto 
Aliette 80 WG, 
Berner 
Fosetyyli-Al/ 
fosforihapoke 
 mm. mansikan tyvi- ja punamätä,  
 
Kirjallisuudessa ei ole juuri käsitelty torjunta-aineiden tehoa tyvi- ja punamätää vastaan, 
fosetyyli-alumiinia lukuun ottamatta. Kaikki julkaisut käsittelevät muita Phytophthora-suvun 
lähilajeja. Torjunta-aineiden vaikutusta ei voida suoraan arvioida näiden perusteella, mutta ne 
antavat suuntaa antavan kuvan, mitä torjunta-aineista tai niiden yhdistelmistä kannattaisi 
käyttää punamätää vastaan. Maaperässä säilyvien ja liikkuvien Phytophthora-patogeenien 
torjunta on yleisesti tehokkaampaa, jos torjunta-aine annostellaan juurelle lehtiruiskutuksen 
sijasta (Meyer ym. 2013). Monilla torjunta-aineilla on parantava vaikutus, mutta se kestää 
vain muutaman päivän infektion tapahduttua. Etenkin punamädän kohdalla, jonka 
ensimmäiset oireet näkyvät vasta pitkän ajan kuluttua, torjunta-aineita on käytettävä 
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ennaltaehkäisevästi ja hetkinä jolloin patogeenialtistus on todennäköinen. Osa torjunta-
aineista leviää solukosta toiseen isäntäkasvin sisällä. Juuristopatogeenien, kuten tyvi- ja 
punamädän, kohdalla torjunta-aineen olisi kuitenkin kulkeuduttava juuria kohti. Käytössä 
olevista torjunta-aineista ainoastaan fosetyyli-alumiinin tiedetään kulkeutuvan juuria kohti. 
Patogeenin hävittämisen kannalta erityisen tärkeitä ovat torjunta-aineet, jotka pystyvät 
tuhoamaan tai steriloimaan oosporeja. Osa torjunta-aineista (klorotaloniili, dimetomorfi ja 
eteeriset öljyt) vaikuttivat oosporien muodostumiseen, mutta tästä ei ole kuitenkaan suurta 
hyötyä patogeenin hävittämisen kannalta. Taulukossa 2 torjunta-aineiden tehoa on arvioitu 
niille sensitiivisten kantojen perusteella. Resistenssin kehittyminen voi pienentää tietyn aineen 
tai menetelmän tehoa tietyssä vaiheessa kiertoa. Tutkimuksessa on käsitelty pääosin torjunta-
aineita, jotka ovat sallittuja Suomessa, mutta myös tiettyjen torjunta-aineiden (esimerkiksi 
etridiazole) soveltuvuus punamädän hävittämiseen on käsitelty tässä työssä, koska sen käyttö 
saatetaan hyväksyä lähitulevaisuudessa. 
Fosetyyli-alumiini on edelleen tehokas torjunta-aine tyvi- ja punamätää vastaan ja sitä 
tulisi käyttää ohjeiden mukaisesti. Punamätää ei suurella todennäköisyydellä kuitenkaan saada 
hävitettyä yksittäisillä torjunta-aine käsittelyillä. Torjunta-aineiden yhdisteleminen eri 
vaikutusmekanismiryhmistä voisi mahdollistaa patogeenien hävittämisen. Optimaalisessa 
tilanteessa hävittämiseen käytettävien torjunta-aineiden tai niiden yhdistelmän olisi oltava 
systeemisesti juuria kohti leviäviä, niillä pitäisi olla pitkäkestoinen parantava vaikutus, ja 
niiden pitäisi pystyä hävittämään patogeenin lepoitiöt. Jos torjunta-aine yhdistelmää käytetään 
ainoastaan lepoitiöiden hävittämiseen maaperästä, ei sen välttämättä tarvitse olla systeeminen. 
Hankalinta tyvi- ja punamätäpatogeenin hävittämisen kannalta ovat lepoitiöt. Yksittäisistä 
vaikutuskohteista erityisesti soluseinään ja solukalvoon vaikuttavien aineiden käyttö 
samanaikaisesti monivaikutteisten torjunta-aineiden kanssa voisi toimia tehokkaana 
yhdistelmänä. Synergia voisi perustua siihen, että toinen aine heikentää pääosin β-1,3-
glukaanista ja selluloosasta koostuvaa soluseinää, jolloin toinen torjunta-aine pääsisi 
helpommin häiritsemään solun sisäistä toimintaa. Tehokkain soluseinään vaikuttava torjunta-
aine on mandipropamidi (Cohen & Gisi 2007, Gisi ym. 2007, Jackson ym. 2012, Qi ym. 
2012, Knauf-Beiter & Hermann 2005, Blum ym. 2010 mukaan, Wang ym. 2012). 
Propamokarbi, sekä etridiazole ovat puolestaan tehokkaimmat solukalvoon vaikuttavat 
torjunta-aineet. Myös yhdistelmä sellulolyyttistä, glukanolyyttisiä sekä solukalvoa hajottavaa 
torjunta-ainetta saattaisi toimia oosporeja vastaan (Lorito ym. 1996). Monivaikutteisista 
torjunta-aineista esimerkiksi klorotaloniili ja symoksaniili on havaittu tehokkaiksi. Myös näitä 
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voisi yhdistellä solukalvoa ja soluseinää hajottavien torjunta-aineiden kanssa. Erilaisia 
torjunta-aine yhdistelmiä on lukuisia ja niiden teho on määritettävä erikseen kokeellisesti. 
 
Taulukko 2: Torjunta-aineiden vaikutus P. fragariae elinkierron eri vaiheisiin. - = ei vaikutusta kyseiseen patogeenin 
elinkierron vaiheeseen. + = osittainen inhibitio, ++ = voimakas alle 100 % inhibitio, +++ = 100 % inhibitio. Merkitsevä 
pitoisuus vaihtelee (koostettu Bissbort ym. 1997; Cohen & Gisi 2007; Cohen & Coffey 1986; Hanson & Shattock 1998; 
Hou ym. 2012; Hu ym. 2007; Qi ym. 2012; Jackson ym. 2010; Jackson ym. 2012; Lu ym. 2013; Miyake ym. 2005; 
Sujkowski ym. 1995; Segarra ym. 2013; Stasz & Martin 1988; Wang ym. 2012; Young & Slawecki  2001). 
vaikutusmekanismi/ 
torjunta-aine 
Munaitiön 
itäminen 
Munaitiön 
hävitys 
parveiluitiö
n irtoaminen 
sporangiosta 
parveilu
-itiöt 
parveiluitiön 
koteloituminen 
ja itäminen 
rihmasto
n kasvu 
sekundaaristen 
sporangian 
muodostuminen 
soluseinä  
mandipropamidi   - - ++/+++ +++ +++ 
dimetomorfi ++  - - +++ ++ ++ 
bentiavalikarbi   - - ++ ++ ++ 
Nukl. hap. synt  
metalaksyyli -/++  +  - +/++ +++ 
mefenoxam -     ++  
Solukalvo  
etridiazole +/- +/++  +++ ++ +  
propamokarbi    +++ -/++ -/+ +/++ 
Tensidit    +++ +++ ++  
Tunt. / monta  
mankotsebi   +++ +++ ++ ++  
klorotaloniili      ++  
kaptaani +/- -      
symoksaniili -    -/+ -/+/++  
Muu  
zoksamidi     - ++/++
+ 
+++ 
fluopikolidi     ++ ++ ++ 
Fosetyyli-Al/ 
fosforihapoke 
++ ++ ++  ++ -/+ ++ 
Kanelialdehydi    +++ +++ +++ +++ 
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2.5.3 Maaperän puhdistuskeinot 
 
2.5.3.1 Maaperän säteilytys 
 
Maaperän säteilytys auringon avulla (solarisaatio) on menetelmä, jossa maaperä katetaan 
läpinäkyvällä muovikelmulla, jolloin auringon säteily ja lämpö muuttavat maan kemiallista 
koostumusta. Solarisaatiota voidaan käyttää bakteerien, sienien, rikkaruohosiemenien tai 
sukkulamatojen hävittämiseen. Tähän tarvitaan kuitenkin monta peränjälkeistä lämmintä 
kuukautta, eikä menetelmä välttämättä sovellu Suomen leveysasteille. Punamätä on erittäin 
herkkä säteilytykselle ja onnistuneen käsittelyn jälkeiset sadot ovat lähes yhtä suuria kuin 
negatiivisissa kontrolliryhmissä. Menetelmä ei kuitenkaan hävitä patogeeniä kokonaan, sillä 
lämpö ei päädy kovin syvälle maaperässä, joten jo muutaman kymmenen sentin syvyydessä 
lämpötilat eivät ole lepoitiöille tappavia (Pinkerton ym. 2002). Maaperän vaillinaistakin 
säteilytystä voisi kuitenkin kokeilla yhdessä jonkin toisen menetelmän kanssa. 
 
2.5.3.2 Maaperän lämpökäsittely 
 
Lämpöä tai kuumaa höyryä voitaisiin käyttää maaperän sterilointiin. Yleinen menetelmä on 
maaperän sterilointi höyryllä. Menetelmä on yleisesti ottaen kallis, mutta saattaisi tuoda 
kertaluontoisen ratkaisun (Lu ym. 2010). Patogeenin hävittämistä höyryllä on tutkittu etenkin 
P. ramorum ja P. capsici lajeilla (Liderman & Davis 2008; Yakabe & MacDonald 2010, 
Exteberria ym. 2011; Lu ym. 2010). Patogeenien hävittäminen aktiivisessa muodossa on 
helppoa, mutta lepoitiöiden hävittämiseen tarvitaan varmasti korkeampia lämpötiloja. 
P. capsici ja P. ramorum lajien patogeenit saadaan hävitettyä maaperänäytteistä alle 
havaintorajan höyryttämällä. P. ramorum -patogeenin suvuttomalla lisääntymisellä 
muodostuvien lepoitiöiden (klamydosporien) sterilointiin riittää 3 päivää (lyhyin mitattu 
ajanjakso) 40 °C:ssa (Lu ym. 2010). P. capsici -patogeenin 100 % hävittämiseen riittää 
maaperän altistaminen 60 °C:lle 15 min ajaksi (Yakabe & MacDonald 2010). Eri lajeille on 
raportoitu toisistaan poikkeavia letaaleja lämpötiloja (P capsici 60 °C tai 22h 45 °C (Lu ym. 
2010, Exteberria ym. 2011) P. ramorum 30 min 50 °C (Linderman & Davis 2008)), mutta 
lajikohtaisuuden lisäksi rajalämpötiloihin vaikuttaa koeasettelu. 
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Artikkelissa Lu ym. 2010 on kattava selvitys erilaisista höyrytys menetelmistä ja niiden 
tehosta eri syvyyksissä. Tehokkaimmaksi havaittiin ”steam injection” -menetelmä, jossa 
höyry syötetään putkien avulla syvälle maaperään. Tämän menetelmän avulla saatiin 
maaperästä tapettua kaikki P. capsici yksilöt aina 19 cm syvyyteen saakka. Phytophthora 
capsici havaittiin myös huomattavasti herkemmäksi kuin muut kasvipatogeenit. 
Maaperän höyryttämiseen liittyvissä tutkimuksissa maaperät oli infektoitu 
klamydosporeilla (P. ramorum) (Yakabe & MacDonald 2010) ja elävällä kasvustolla (P. 
capsici) (Lu ym. 2010). P. ramorum infektoidut maaperät eivät sisällä lainkaan oosporeja, 
joten tutkimus ei anna tietoa menetelmän tehokkuudesta lepoitiöiden tuhoamiseen. P. capsici 
-infektoidut maaperät taas saattoivat sisältää oosporeja. Käsittelyn jälkeen maaperänäytteet 
maljattiin ja viikon päästä laskettiin muodostuneet kasvustot. P. capsici oosporit eivät 
kuitenkaan ehdi itää näin lyhyessä ajassa, jolloin tulos saattaa olla valheellisesti negatiivinen. 
Phytophthora-suvun oosporien hävittämistä tai inaktivointia käsitellään ainoastaan yhdessä 
tutkimuksessa. Kosteassa maaperässä jo 45 °C 22 tunnin ajan riittää inaktivoimaan P. capsici 
oosporit (Exteberria ym. 2011). Oosporien tuhoamiseen vaadittava aika kasvaa 
eksponentiaalisesti lämpötilan laskiessa (Taulukko 3).  
Paras lämpöön perustuva menetelmä punamädän hävittämiseksi olisi höyryinjektio. Tarkka 
altistusaika ja lämpö ovat lajikohtaisia, mutta noin 50-60 °C asteen lämpötila riittänee 
patogeenin hävittämiseen, kunhan höyry saadaan injektoitua mahdollisimman syvälle. Myös 
maaperän kosteus ja maalaji vaikuttavat höyrytyksen tehokkuuteen. P. capsici on saatu 
hävitettyä kuitenkin myös hiekkaperäisestä maaperästä, jota pidetään yleisesti haasteellisena. 
 
Taulukko 3: Oosporien lämpöinaktivointiin vaadittavat ajat ja lämpötilat (Exteberria ym. 2011). 
Oosporien inaktivointiin vaadittava aika 40 °C 45 °C 47,5 °C 50 °C 53 °C 
kosteassa maaperässä (h) 199 22 6,6 4,7 1 
vedessä (h)  31  1 0,2 
 
2.5.3.3 Maaperän kemiallinen sterilointi 
 
Maaperän sterilointi perustuu menetelmään, jossa maaperä käsitellään voimakkailla 
kemikaaleilla ennen pellon ottamista viljelykäyttöön. Käytännössä maaperä käsitellään 
antimikrobisella kemikaalilla ja peitetään muovikalvolla. Käsittely kestää usein vain 
muutaman päivän, mutta ennen viljelyn aloittamista on odotettava että aine häviää 
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maaperästä. Käsittelyn seurauksena sadon on yleensä raportoitu kasvavan runsaasti (Wang 
ym. 2013). Aiemmin käytetyn metyylibromidin tilalla on useita tehokkaita vaihtoehtoja, kuten 
metyylijodi, kloropikriini, 1,3-dipropeeni ja dazomet. Näistä monia voidaan käyttää 
yhdistelminä, jolloin niiden teho paranee entisestään. Lämpötila ja maaperän kosteus 
vaikuttavat näiden aineiden tehoon. 
Metyylijodi on kemiallisesti kaikista lähinnä vuonna 2005 käytöstä poistunutta 
metyylibromidia. Metyylijodi on erittäin tehokas etenkin Phytophthora-lajeja vastaan. 
Metyylijodia voidaan käyttää yksistään tai, kuten metyylibromidia käytettiin, yhdessä 
kloropikriinin kanssa. Metyylijodilla ja kloropikriinillä on myös toisiaan tukeva vaikutus. 
Tällä yhdistelmällä mahdollisesti saadaan hävitettyä Phytophthora-patogeenit (Hutchinson 
ym. 2000). 1,3-dichloropropeeni yhdistettynä kloropikriinin kanssa puolestaan ei sovellu 
Phytophthora-patogeenien hävittämiseen. Vaikka Phytophthora-kannan koko 25 päivää 
käsittelyn jälkeen on erittäin pieni, se kuitenkin kasvaa lähes yhtä suureksi kasvukauden 
aikana (Wang ym. 2013). Myös 1,3-dichloropropeeni ja dazomet tukevat toisiaan, mutta 
myöskään tällä yhdistelmällä Phytophthora-patogeenejä ei saada hävitettyä kokonaan (Mao 
ym. 2012). Kloropikriini tai dazomet eivät yksistään käytettyinä vähennä punamätää pelto-
olosuhteissa (Harris 1991).  
 
2.5.4 Muut puna- ja tyvimätää vastaan soveltuvat torjuntakeinot 
 
2.5.4.1 Tensidit 
 
Tensidit, kuten rhamnolipidit sekä saponiinit ovat lipidejä liuottavia aineita, joiden teho 
perustuu oomykeettien solukalvon hajotukseen (Kim ym. 2000). Rhamnolipidit ovat 
Pseudomonas-suvun bakteerien tuottamia pinta-aktiivisia aineita, joita käytetään esimerkiksi 
puhdistusaineina, ja ovat turvallisempi vaihtoehto kemiallisille torjunta-aineille (Yoo ym. 
2005). Saponiini on monien kasvien kuten kauralajien (Avena-suku) tuottama tensidi, jolla on 
myös havaittu olevan antifungaalinen vaikutus (Goodwin ym. 1929, Nielsen ym. 2006 
mukaan). Rhamnolipidejä tai saponiinia ei ole luokiteltu torjunta-aineiksi EU:ssa, mutta 
rhamnolipidi-tuotteita käytetään USA:ssa torjunta-aineena (Rhamnolipid Companies). 
Rhamnolipidit ja saponiini ovat erittäin tehokkaita eri Phytophthora-lajien parveiluitiöitä 
vastaan. Parveiluitiöiden liike pysähtyy tensidien vaikutuksesta ja ne hajoavat, saponiinin tai 
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rhamnolipidi pitoisuuksien ollessa tarpeeksi suuria (Hou ym. 2012, Kim ym. 2000, Nielsen 
ym. 2006, Yoo ym. 2005). Myös sienirihmaston kasvu pysähtyy tai hidastuu ja 
parveiluitiöiden itäminen inhiboituu tensidien vaikutuksesta. Kirjallisuudessa esitettyjen 
tulosten perusteella tensidien vaikutuskohde näyttäisi olevan oomykeetin solukalvo, ja niiden 
teho on lähinnä ennaltaehkäisevä (Kim ym. 2000). Tensidien käyttö soveltuu hyvin 
vesiviljelyyn, jossa ne voivat antaa täydellisen suojan Phytophthora-suvun patogeenejä 
vastaan. Tensidit kuitenkin pienentävät käsiteltyjen kasvien biomassaa, ja opportunististen 
bakteerien kasvu saattaa aiheuttaa ongelmia (Nielsen ym. 2006). 
Pelto-olosuhteissa, tensidejä voidaan käyttää parhaiten infektioalueen rajaamiseen 
tappamalla valumavesien parveiluitiöt. Tappavia pitoisuuksia pienemmät tensidi-pitoisuudet 
saattavat myös vaikuttaa veden pintajännitykseen, jolloin parveiluitiöt eivät välttämättä pääse 
kulkeutumaan yhtä pitkälle valumavesiä pitkin. Saponiinin ja rhamnolipidien käyttö soveltuu 
pelto-olosuhteita paremmin vesiviljelyyn, etenkin parveiluitiöiden avulla leviävien 
patogeenien kontrolloinnissa. Tensidien teho on parhaimmillaan, jos kasvit käsitellään juuri 
ennen tautialtistusta (Kim ym. 2000). Käytännön tilanteessa tensidikäsittelyn pitäisi olla 
jatkuvaa, joka on helposti toteutettavissa ainoastaan vesiviljelysysteemissä. Tensidejä 
voitaisiin käyttää myrkyttömänä ja tehokkaana vaihtoehtona etridiazole tai propamokarbi 
torjunta-aineille, sillä näillä kolmella on sama vaikutusmekanismi. 
 
2.5.4.2 Eteeriset öljyt 
 
Monien kasvien eteeristen öljyjen on esitetty sisältävän antimikrobialisia vaikutuksia. 
Tehokkaita, Phytophthora-suvun patogeenejä vastaan antimikrobialisia eteerisiä öljyjä, 
saadaan eristettyä esimerkiksi mäkimeiramista, timjamista, mausteneilikasta, kanelista ja 
teepuusta (Bang ym. 2000, Bi ym. 2012, Lee ym. 2008, Lu ym. 2013). Kanelista eristettävää 
kanelialdehydiä on tutkittu näistä eniten ja on monessa tutkimuksessa havaittu erittäin 
tehokkaaksi Phytophthora-suvun patogeenejä vastaa. Kanelialdehydin vaikutusmekanismi 
perustuu beta-1,3-glukaani- sekä kitiini- entsyymien inhibitioon (Bang ym. 2000), jonka 
seurauksena oosporituotanto häiriintyy (Bi ym. 2012).  
Kanelialdehydin antifungaalinen vaikutus saattaa myös perustua patogeenille fataaliin 
Ca
2+
-ionitasapainon häirintään. Trans-kanelialdehydin aiheuttama Ca
2+--
ionien 
ulospumppautuminen saattaa toimia autoagrekaattina. Toisin sanoen Ca
2+
-ionit vaikuttavat 
parveiluitiöiden uintisuuntaan, jolloin entistä suurempi osa parveiluitiöistä päätyy lähemmäksi 
17 
 
trans-kanelialdehydilähdettä. Täten kalsium-ionien ulospumppaantuminen voi edelleen toimia 
houkuttimena varsinaisen kanelialdehydi käsitellyn alueen ulkopuolella sijaitseville 
parveiluitiöille (Hu ym. 2013). 
Kanelialdehydi on havaittu tehokkaaksi ainakin P. capsici ja P. parasitica -lajeilla. 
Sienirihmaston kasvu, sporangioiden ja parveiluitiöiden muodostuminen, parveiluitiöiden 
liike ja itäminen sekä oospoorien muodostuminen kaikki pysähtyivät kanelialdehydin 
vaikutuksesta (Bi ym. 2012, Hu ym. 2013, Lu ym. 2013). Myös Leptospermum petersonii  
-teepuusta eristetty öljy on erittäin tehokas P. cactorum -lajia vastaan (Lee ym. 2008). 
Kanelialdehydi toimii torjunta-aineena myös maaperään annosteltuna. Eteeriset öljyt toimivat 
myös fluopikolidille sekä zoksamidille resistenttejä patogeenikantoja vastaan (Bi ym. 2012). 
Kanelialdehydiä, tai muuta eteeristä öljyä voitaisiin käyttää myrkyttömänä vaihtoehtona 
kemiallisille torjunta-aineille, joiden vaikutusmekanismi perustuu soluseinänhajotukseen tai 
soluseinäsynteesin häirintään (Taulukko 2). 
 
2.5.4.3 Biologinen torjunta ja maaperäymppäys 
 
Biologinen torjunta perustuu mikrobikantoihin, joilla on antifungaalisia ominaisuuksia. 
Esimerkkinä Trichoderma harzianum -sieni, joka tuottaa β-1,3-glukanaasia (Lorito ym. 
1994). Koska Phytophthora-suvun sienten soluseinä koostuu pääasiassa glukaaneista, 
selluloosasta sekä pienestä määrästä kitiiniä, on tämä varteenotettava vaihtoehto torjunnan 
suunnittelussa (Bartnicki-Garcia 1968). β-1,3-glukanaasi pitoisuudella on havaittu olevan 
merkitystä patogeenien torjunnassa. Esimerkiksi fosetyyli-alumiini- ja voihappo- käsitellyissä 
perunoissa havaittiin kohonneita β-1,3-glukanaasi pitoisuuksia (Andreu ym. 2006). Erityisesti 
Trichoderma asperellum -lajin kanta T34 on tehokas P. capsici -patogeenin torjunnassa, 
kuitenkin lähinnä ennaltaehkäisevänä hoitona (Segarra ym. 2013). Maaperään voidaan lisätä 
joko pelkkää β-1,3-glukanaasia tai elävää Trichoderma-suvun sientä. Elävän sienen 
lisäämisen etu on, että glukanaasin lisäksi nämä tuottavat kitinaaseja, joten näiden lisääminen 
maaperään antaa suojaa myös muilta maaperän patogeeneiltä. Solukalvoa ja soluseinää 
hajottavan torjunta-aineen yhteiskäyttö tukevat toisiaan. Tätä ei ole testattu Phytophthora -
suvun lajeilla, mutta näillä entsyymeillä on havaittu olevan toisiaan tukeva vaikutus (Lorito 
ym. 1996). Maaperän käsitteleminen Trichoderma harzianum -sienillä yhdessä maaperän 
solarisaation kanssa vähentää selvästi P. cactorum -patogeenin määrää maaperässä. 
Solarisaation on myös havaittu lisäävän Trichoderma harzianum -sienen määrää maaperässä 
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(Porras ym. 2007). Vaikka patogeeni saadaan hävitettyä alle detektiorajan, se kuitenkin 
ilmenee seuraavana vuonna, joten P. cactorum -patogeenin lepoitiöt todennäköistä selviävät 
käsittelystä. β-1,3-glukanaasia voitaisiin käyttää vähemmän toksisena vaihtoehtona 
mandipropamidille. 
Myös maaperäbakteerien ymppääminen maaperään pienentää patogeenien P. cactorum ja 
P. fragariae määriä maaperässä. Vaste on samaa luokkaa kuin mitä Fosetyyli-Al käsittelyllä 
(Anandhakumar & Zeller 2008). Pseudomonas fluorescens -bakteerin lisääminen maaperään 
pienentää P. cactorum -lajin kystien itämistä (Agusti ym. 2011). Mikrobien ymppääminen 
maaperään ainoastaan pienentää infektioriskiä eikä tapa kaikkia patogeenejä maaperästä, joten 
tämä keino yksistään on riittämätön punamädän hävittämiseen. 
Toisenlainen biologisen torjunnan muoto on biofumigaatio. Tässä menetelmässä 
maaperään levitetään Brassica-sukuun kuuluvien lajien kuten kaalin tai rikkasinapin 
siemeniä, jonka jälkeen maaperä peitetään kalvolla (McGarath & Menasha 2013; Omirou ym. 
2011). Menetelmä perustuu Brassiacacea-heimon kasvien vapauttamiin isotiosyanaatteihin, 
jotka ovat monille organismeille toksisia (Omirou ym. 2011). Menetelmä sopii nykyisellään 
patogeenin kontrollointiin mutta ei sen hävittämiseen. 
 
2.6 Kvantitatiivisen PCR -menetelmän periaate 
 
2.6.1 Kvantitatiivisen polymeraasiketjureaktion periaate 
 
Polymeraasiketjureaktio (PCR) ja sen sovellus, kvantitatiivinen PCR (qPCR) perustuvat 
reaktioketjuun, jossa DNA monistetaan yleensä kolmivaiheisessa syklissä. Molemmissa 
sovelluksissa monistus tapahtuu saman periaatteen mukaisesti. Sykli alkaa 
alkudenaturaatiolla, jonka tarkoituksena on erottaa kaikki näytteen DNA:n kaksoisjuosteet 
toisistaan ja aktivoida reaktiossa käytettävä entsyymi. Alkudenaturaation lämpötilana 
käytetään usein 94 tai 95 °C. Tätä seuraa alukkeiden kiinnittymisvaihe, jossa alukkeet 
kiinnittyvät komplementaarisesti yksijuosteiseen templaattiin ja jossa polymeraasi aloittaa 
kohdesekvenssin monistamisen. Kiinnittymisvaiheen lämpötila riippuu alukkeen 
”sulamislämpötilasta” (Tm), joka määräytyy alukkeen pituuden, sekvenssin sekä 
emäsjärjestyksen perusteella. Sulamislämpötila kuvaa lämpötilaa, jossa kaksi 
komplementaarista DNA-sekvenssiä irtoaa toisistaan. Sulamislämpötila voidaan laskea 
monella eri tavalla. Syklin kiinnittymisvaiheen lämpötilaksi valitaan muutama aste alukkeen 
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sulamislämpötilaa alhaisempi lämpö, joka on usein välillä 50-60 °C. Nostamalla 
kiinnittymisvaiheen lämpötilaa saadaan usein epäspesifinen sekvenssin sitoutuminen estettyä. 
Syklin viimeisessä vaiheessa polymeraasi monistaa alukkeiden välisen alueen. Tämän 
elongaatio- tai ekstensiovaiheen lämpötila määräytyy käytettävän polymeraasin mukaan ja 
yleisesti käytetään 72 °C. Vaiheen kesto riippuu esimerkiksi monistettavan sekvenssin 
pituudesta. Kvantitatiivisessa PCR-reaktiossa laite mittaa näytteen fluoresenssitason yleensä 
ekstensiovaiheen jälkeen. Kaikki seuraavat syklit alkavat denaturaatiovaiheella, joka kestää 
yleensä 10 s 94 tai 95 °C.  
Kvantitatiivinen PCR -laite mittaa jokaisen syklin jälkeen näytteen fluoresenssin. Näytteen 
C(t)-arvo (cycle treshold) saadaan hetkestä, jolloin fluoresenssi ylittää ennalta määrätyn 
taustakohinatason. Standardinäytteiden C(t)-arvoista tehdyn standardisuoran avulla saadaan 
selville tuntemattomien näytteiden patogeeni-DNA:n määrä. Mitä enemmän näyte sisältää 
kohde-DNA:ta, johon fluoresoiva yhdiste voi kiinnittyä, sitä vähemmän näytettä tarvitsee 
monistaa ennen fluoresenssin raja-arvon ylittymistä. 
Ensimmäiset alukkeiden väliset kaksijuosteiset kohdesekvenssit muodostuvat vasta kolmen 
PCR-syklin jälkeen (Primrose & Twyman 2006). Tämän jälkeen optimaalisessa tilanteessa 
yhden PCR-syklin aikana kohde-DNA:n määrä kaksinkertaistuu. Kuitenkin monet tekijät, 
kuten PCR inhibiittorit sekä huonosti suunnitellut alukkeet saattavat heikentää 
monistustehokkuutta. Näytteitä on usein laimennettava, jotta PCR inhibiittorien, kuten 
polyfenolien sekä epäspesifisen DNA:n pitoisuudet saataisiin pienemmiksi. Toisaalta samalla 
kohde DNA:n määrä laskee jolloin sen havaitseminen saattaa vaikeutua.  
qPCR-reaktiota varten tarvitaan reaktiossa monistettavaa templaatti-DNA:ta, Taq-
polymeraasia, dNTP:tä (kaikkia neljää eri deoksyribonukleotidia), puskuria (MgCl2), 
reportterina toimivaa fluoresoivaa väriainetta tai koetinta sekä alukkeita. Templaattia, vettä, 
alukkeita ja koetinta lukuun ottamatta kaikki muut voidaan hankkia valmiina seoksena niin 
sanottuna Master Mix:nä. 
Kvantitatiivisessa PCR:ssä monistettava kohde-DNA havaitaan fluoresoivan yhdisteen 
avulla, joka viritetään laitteen laserilla tai led-lampulla. Yleisimmät ja myös tässä työssä 
käytetyt menetelmät ovat DNA:n värjäys sekä hydrolysaatiokoetin-menetelmät. DNA:n 
värjäys, jota yleisesti kutsutaan väriaineen mukaan SYBR Green -menetelmäksi, perustuu 
fluoresoivaan yhdisteeseen, joka kiinnittyy kaksijuosteiseen DNA:han (esimerkiksi Roche 
Lightcycler 480 SYBR green I). Ainoastaan väriaineen ollessa kiinnittyneenä kaksijuosteiseen 
DNA:han se voi virittyä ja fluoresoida. Väriaine kuitenkin kiinnittyy kaikkeen mahdolliseen 
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kaksijuosteiseen DNA:han, ei ainoastaan kohdesekvenssiin. Jos näytteessä on useampia 
toisistaan poikkeavia monistuneita sekvenssejä, niiden olemassaolo voidaan todeta 
sulamiskäyräanalyysin avulla, sillä näytettä lämmitettäessä asteittain juosteet irtoavat 
toisistaan ja samalla fluoresoiva yhdiste irtoaa DNA:sta ja fluoresenssi laskee. Kun 
fluoresenssi mitataan jokaisen lämmitetyn asteen jälkeen, saadaan selville hetki, jolloin 
fluoresenssi häviää näytteestä. Jos näytteessä on useampi hetki, jolloin fluoresenssi laskee, 
sisältää se toisistaan poikkeavia sekvenssejä. Näyte saattaa esimerkiksi sisältää 
kohdesekvenssin lisäksi kahdentuneita alukkeita.  
SYBR Green -väriaineen lisäksi on olemassa lukuisia muita eri väriaineita, joista jokainen 
fluoresoi eri taajuudella, ja niillä jokaisella on erilaiset ominaisuutensa, kuten oma 
optimaalinen konsentraationsa, tehokkuus sekä inhibitiovoimakkuus. Väriaine voi myös 
vaikuttaa sulamiskäyräanalyysin tuloksiin. SYTO 13, 16 sekä EvaGreen-väriaineiden 
inhibitio- ja taustafluoresenssitason on havaittu olevan SYBR Green -väriainetta alhaisempia 
(Eischeid 2011). Toinen yleisesti käytetty keino on kohdesekvenssin tunnistaminen 
hydrolysaatiokoettimilla. 
Hydrolysaatiokoettimeen perustuvassa menetelmässä lajispesifisten alukkeiden lisäksi 
monistettavan DNA-sekvenssin alueelta valitaan lajispesifinen alue, johon suunnitellaan 
hydrolysaatiokoetin. Koettimen 5’ päähän on kiinnittyneenä fluorofori (reporter) ja 3’ päässä 
on fluoresenssin vaimentava molekyyli (quencher). PCR-syklin alkutilanteessa koettimen 
reportteri ja vaimentaja ovat koettimen välityksellä lähellä toisiaan eikä reportterin 
fluoresenssia voida havaita. PCR:n aikana kaksijuosteinen DNA-sekvenssin irrotessaan 
toisistaan koetin kiinnittyy komplementaarisesti templaattiin. PCR-reaktiossa käytettävässä 
Taq-polymeraasissa on 5’-3’ eksonukleaasiaktiivisuus. Samalla kun Taq-polymeraasi 
kahdentaa alukkeiden välisen alueen, sen eksonukleaasiaktiivinen kohta hydrolysoi vastaan 
tulevat koetinsekvenssit irti templaatista. Koettimen hajotessa osiin sen vastakkaisissa päissä 
olleet reportteri ja vaimentaja päätyvät erilleen ja vaimennus poistuu. Viritettäessä näytettä 
tietyllä valon aallonpituudella saadaan reportteri fluoresoimaan.  
Taq-polymeraasi on eniten käytetty polymeraasi PCR-reaktioissa. Toisaalta tässä 
polymeraasissa ei ole vastakkaisensuuntaista oikolukuominaisuutta, joten Taq-polymeraasin 
toistokyky ei ole järin suurin. Tästä syystä Taq-polymeraasilla ei voida luotettavasti monistaa 
pitkiä DNA-sekvenssejä. Usein suositeltava monistettavan sekvenssin pituus on 50-250 
nukleotidia (Primrose & Twyman 2006). 
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Käytettäessä koettimia diagnoosin spesifisyys kasvaa, sillä tunnistus perustuu useampaan 
lajispesifiseen DNA-sekvenssiin. Koettimet tekevät tunnistuksesta selektiivisemmän 
verrattuna DNA:ta värjääviin menetelmiin, ja usein myös herkkyys kasvaa, sillä epäspesifisen 
DNA:n monistuminen on epätodennäköisempää koettimen kanssa. Tämän takia myös pienistä 
kohde-DNA pitoisuuksista saadaan luotettavampia tuloksia. 
Käytettäessä koetinpohjaisia tunnistusmenetelmiä voidaan useimpien qPCR-laitteiden 
avulla tunnistaa samasta näytteestä yhdellä ajolla useampia eri koettimia. Eri 
koetinsekvenssien avulla voidaan samasta näytteestä tunnistaa esimerkiksi kahden eri lajin 
sekvenssit. Jokaiselle tutkimuksen kohteena olevalle templaatille kehitetään sekvenssiltään 
uniikki koetin, ja jokaiseen koettimeen liitetään eri aallonpituusalueella fluoresoiva reportteri. 
Viritettyjen reportterien fluoresenssi voidaan erotella suodattimien avulla eri kanaviin. 
Kahden eri sekvenssin samanaikaista tunnistamista kutsutaan duplex-menetelmäksi. 
DNA värjäyksen ja hydrolysaatiokoettimien lisäksi on olemassa muita menetelmiä 
tunnistaa kohde-DNA. Hybridisaatiokoetin menetelmässä käytetään kahta koetinta, joissa 
molemmissa on oma fluoresoiva reportterinsa. Koettimien sekvenssit on suunniteltu niin että 
ne kiinnittyvät lähekkäin templaatti-DNA:n samaan juosteeseen. Näytettä viritettäessä tietyllä 
aallonpituudella ensimmäisen koettimen reportteri fluoresoi. Ensimmäisen koettimen 
fluoresenssi virittää vieressä olevan toisen koettimen reportterin, jonka fluoresenssi mitataan. 
Menetelmässä on erittäin korkea spesifisyys kahden komplementaarisen koetin sekvenssinsä 
takia. Poiketen hydrolysaatiokoetin-menetelmistä fluoresenssi mitataan alukkeiden 
kiinnittymisvaiheen jälkeen. 
Plexor-menetelmässä käytetään aluketta, joka fluoresoi viritettäessä, vaikka aluke ei olisi 
kiinnittyneenä templaattijuosteeseen. Fluoresoiva reportteri on kiinni alukkeen ensimmäisessä 
nulkeotidissa, joka on muokattu sytosiiniemäs. Polymeraasi kahdentaa juosteen, mutta 
kohdatessaan muokatun sytosiiniemäksen sen vastinpariksi syntetoidaan reaktioliuoksen 
mukana tullut muokattu guaniiniemäs. Muokattu guaniniiemäs on kiinnittyneenä 
vaimentajaan, joka hiljentää alukkeen fluoresenssin.  Menetelmä siis perustuu siihen, että 
alkutilanteessa on runsaasti fluoresenssia, joka laskee mitä enemmän kohdesekvenssi 
monistuu.  
qPCRreaktion optimaaliset olosuhteet poikkeavat toisistaan riippuen siitä mitä menetelmää 
käytetään. qPCR-syklin lämpötilat, inkubaatioajat sekä reaktioliuoksen pitoisuudet vaihtelevat 
riippuen käytettävästä Master Mix:stä, aluke- ja koetinsekvenssistä sekä monistettavan alueen 
koosta. 
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2.6.2 PCR:n käyttö kasvipatogeenien tunnistuksessa 
 
Polymeraasiketjureaktiota sekä kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota käytetään yleisesti 
patogeenien tunnistamisessa (Bhat & Browne 2009, Bonants ym. 1997). Erityisesti 
koettimeen perustuva kvantitatiivinen PCR soveltuu herkkyytensä sekä lajispesifisyytensä 
puolesta hyvin patogeenien diagnosointiin. qPCR-menetelmää käytetään kasvipatogeenien 
tunnistamisen lisäksi ihmisen patogeenien tunnistamiseen, tai geneettisesti manipuloidun 
materiaalin, tai tietyn lajin tunnistamiseen elintarvikkeista. 
Vanhimmat patogeenin tunnistusmenetelmät perustuvat tavalliseen PCR-reaktioon ja 
geeliajoon. PCR-menetelmässä näytteiden kohdesekvenssi monistetaan 
polymeraasiketjureaktiossa lajispesifisten alukkeiden avulla, jonka jälkeen näytteiden DNA 
sekvenssit erotellaan koon mukaan elektroforeettisesti. Tunnistus tehdään vertaamalla 
näytteitä molekyylipainomarkkeriin. Vaihtoehtoisesti tunnistus voidaan myös tehdä Northern-
blottaus -menetelmällä. Lajispesifisyyden takaamiseksi näytteet on kuitenkin usein 
monistettava kahteen kertaan käyttäen sisäkkäisiä alukkeita (Bonants ym. 1997, Bhat & 
Browne 2009). Kahden peräkkäisen PCR-monistuksen tai blottauksen takia tavalliseen PCR:n 
perustuva menetelmä on aikaa vievä ja altis kontaminaatiolle. Nykyään diagnostisia 
määrityksiä tehdään qPCR:llä ja monesti hydrolysaatiokoettimien avulla. 
Kvantitatiivisen PCR menetelmän avulla patogeeni-DNA voidaan tunnistaa näytteestä, 
vaikka se sisältäisi monikymmenkertaisen määrän isäntäkasvin DNA:ta verrattuna patogeenin 
DNA:n määrään. Herkimmillään patogeeni voidaan tunnistaa näytteistä, joissa on muutamia 
femtogrammoja patogeenin kokonais-DNA:ta (Catal ym. 2013, Nath ym. 2013). Toisaalta 
PCR-reaktio ei pysty erottelemaan elävästä tai kuolleesta organismista peräisin olevaa 
DNA:ta. 
Patogeeneille P. cactorum ja P. fragariae on ennestään suunniteltu PCR:n tai 
kvantitatiiviseen PCR:n perustuvia tunnistusmenetelmiä (Bonants ym. 1997, Schena ym. 
2008, Bhat & Browne 2009), mutta kummankin patogeenin kohdalla tunnistus perustuu 
sisäkkäisten alukkeiden käyttöön, joka on työläs menetelmä ja altis kontaminaatiolle. 
Kummallekin patogeenille on tehty myös hydrolysaatiokoettimiin perustuva 
tunnistusmenetelmä, jonka avulla pystyttiin tunnistamaan 1 pg patogeeni-DNA:ta (Bonants 
ym. 2004, Li ym. 2013). 
Aiemmissa julkaisuissa patogeenin diagnosointiin on monesti käytetty ITS-aluetta (Internal 
trascript spacer). ITS-alueesta on genomissa kuitenkin useita kopioita, joiden välillä on 
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vaihtelua. Täten suunniteltu alukepari tai koetin ei välttämättä sitoudu kaikkiin sen kopioihin 
alentaen näin qPCR-reaktion tehokkuutta. Myös esimerkiksi lähilajien kuten, P. fragariae ja 
P. rubi erot ITS sekvenssissä eivät välttämättä ole tarpeeksi suuria erottamaan niitä toisistaan 
(Robideau ym. 2011).  
Toinen patogeenien tunnistukseen yleisesti käytössä oleva sekvenssi on mitokondriaalisen 
sytokromi C oksidaasin alayksikkö 1 (COI). Lajintunnistuksen perustuessa ainoastaan 
mitokondriaaliseen geeniin, on riskinä, että kohdeorganismin ja toisen lajin väliset hybridit 
antavat myös positiivisen tuloksen. P. cactorum ja P. hedraiandra sekä P. cactorum ja P. 
nicotiana voivat tehdä tällaisia hybridejä. ITS-alue on yleisesti käytetty erilaisten 
sieniryhmien ja oomykoottien fylogenian tutkimuksessa, kun taas COI-alue on GenBank ja 
Consortium for the Barcode of Life (CBOL) -tahojen hyväksymä ensisijaisesti 
lajitunnistuksessa ja fylogenisessä tutkimuksessa käytettävä sekvenssi (Robideau ym. 2011). 
Phytophthora-suvun lajien COI-sekvenssiä on käytetty myös juuri Phytophthora-suvun lajien 
fylogenian kartoituksessa (Kroon ym. 2004). 
Käytettäessä mitokondriaalista geeniä tunnistuksessa on menetelmän tehokkuus 
riippuvainen näytteen mitokondrioiden määrästä. Monien alkeellisimpien sienien tapaan 
Phytophthora-suvun lajeilla ei ole solujen välissä soluväliseiniä. Kasvaessaan sienirihmastona 
suurin osa soluelimistä ja tumista päätyvät lähelle organismin kasvupistettä. Täten 
näytteenottokohta ja näytteenottoaika saattavat vaikuttaa havaittuun patogeenipitoisuuteen 
infektion voimakkuuden lisäksi. 
Tulevaisuudessa patogeenidiagnostiikassa saatetaan käyttää kvantitatiivisen PCR:n sijasta 
enemmän digitaali-PCR:n perustuvaa tunnistusmenetelmää. Yhdessä digitaali-PCR:n 
sovelluksista reaktioliuos voidaan jakaa jopa sataan tuhanteen erilliseen emulsiopisaraan, 
joissa jokaisessa suoritetaan toisistaan riippumaton PCR-reaktio. PCR-syklien jälkeen, 
jokaisen emulsiopisaran fluoresenssi mitataan erikseen, ja selvitetään positiivisten ja 
negatiivisten pisaroiden lukumäärä. Nämä kvalitatiiviset tulokset kertovat näytteen 
alkuperäisen kopioiden lukumäärän (Hugget ym. 2013). Täten digitaali-PCR:ssä ei tarvita 
standardisuoraa, johon verrata tuloksia. Tämä helpottaa työmäärää qPCR:n verrattuna. 
Kahden näytteen väliset kvantitatiiviset erot on myös helpompi erottaa toisistaan digitaali-
PCR:llä, sillä tulokset ovat lineaariset (kopioiden määrä), toisin kun qPCR:n tuloksista 
saatavat logaritmiset erot. Vaihtelut digitaali-PCR:n tuloksissa ovat myös pienempiä 
verrattuna qPCR:n tuloksiin (Whale ym 2012). Digitaali-PCR:n kvantitatiiviset tulokset ovat 
pienissä DNA -pitoisuuksissa myös luotettavampia kuin qPCR:n (Sanders ym. 2011). 
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qPCR:llä pystytään kuitenkin havaitsemaan suurempia pitoisuuksia ja pitoisuuseroja kuin 
digitaali-PCR:llä, koska emulsiopisaroiden lukumäärä määrää tunnistuksen ylärajan (Hugget 
ym 2013). Digitaali-PCR on myös tolerantimpi tuntemattomia PCR-inhibiittoreita vastaan 
(Hoshino & Inagaki 2012). Usean sekvenssin tunnistaminen samasta näytteestä on myös 
mahdollista digitaalisella PCR:llä (Taly ym. 2013).  
 
2.7 Tutkimuksen tavoitteet 
 
Tutkimuksessa oli tarkoitus selvittää, voidaanko kehitettyä qPCR-testiä käyttää patogeenien 
P. cactorum ja P. fragariae tunnistamiseen oireettomista mansikan taimista. Tavoitteena oli 
myös mahdollistaa patogeenien tunnistaminen samasta näytteestä. Samalla oli tarkoitus 
selvittää, mikä kasvisolukko soveltuu parhaiten kokonaisuuden kannalta kasvipatogeenien 
diagnosointiin. Samalla selvitettiin patogeenin mahdollista systeemistä leviämistä. Käytössä 
ollut tutkimusmateriaali antoi mahdollisuuden selvittää kahden eri P. cactorum -kannan 
virulenssin eroja, sekä kahden eri mansikkalajikkeen vastustuskyvyn eroja P. cactorum -
patogeeniä vastaan. Kirjallisuuden avulla oli puolestaan tarkoitus selvittää keinoja 
patogeenien hävittämiseksi. 
P. cactorum -kantojen 407 ja 440 virulenssissa puutarhamansikan Jonsok-lajikkeelle oli 
havaittu eroja aikaisemmassa tutkimuksessa (Rytkönen ym. 2012). Tämä havainto pyrittiin 
vahvistamaan Senga sengana -lajikkeella, samalla kun kantojen patotyypit määritettiin. 
Tarkoituksena oli myös selvittää patogeenikantojen virulenssin eroja toisessa isäntäkasvissa, 
F. vesca Hawaii 4. P. cactorum -patogeenin tiedetään leviävän pisaratartunnalla 
infektoituneesta yksilöstä toiseen, joten tutkimuksen tarkoituksena oli myös selvittää, 
leviääkö patogeeni kasviyksilön sisällä solukosta toiseen. 
Aikaisemmista menetelmistä poiketen tässä tutkimuksessa P. cactorum ja P. fragariae -
patogeenien tunnistukseen oli tarkoitus käyttää COI-aluetta, ITS-alueen sijasta. Samalla 
pyrittiin kehittämään menetelmä, joka toimisi ilman vaivalloista sisäkkäisiä alukkeita vaativaa 
työvaihetta. 
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3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
3.1 P. cactorum -tutkimusmateriaali 
 
Tutkimusmateriaalina käytettiin kahdella eri tyvimätäkannalla (407 sekä 440) infektoituja 
mansikan taimia. Kohdetaimina oli ahomansikan (F. vesca L.) Hawaii -lajike sekä 
puutarhamansikan (Fragaria x Ananassa) lajike Senga sengana. Taimet oli infektoitu 
injektoimalla 5 ml tsoosporisuspensiota taimen ja mullan rajapintaan. Tsoospori-injektio 
tehtiin neljä kertaa, 23 päivän aikana. Taimien tartuttamisen P. cactorum -patogeenillä suoritti 
Anna Toljamo. Näytteet preparoitiin 34 päivää viimeisen altistuksen jälkeen. Negatiiviset 
kontrolliryhmät mukaan luettuna sarjoja oli yhteensä kuusi ja jokaisesta koesarjassa oli 10 
taimea. Taimimateriaali oli peräisin ja niiden infektointi oli suoritettu Itä-Suomen yliopiston 
Kuopion kampuksen tutkimuspuutarhalla. Patogeenikantojen 407 sekä 440 puhdasviljelmät 
olivat peräisin Eviralta. Molemmat patogeenikannat olivat alun perin eristetty alppiruususta 
(Rhododendron) (Rytkönen ym. 2012).  
Koska tarkoituksena oli esimerkiksi selvittää systeemistä leviämistä, taimista otettiin 
näytteitä juurista, lehtikruunusta, lehdistä (sekä muutamia näytteitä marjoista ja rönsyistä). 
Jokaisesta sarjasta pyrittiin ottamaan vähintään 5 näytettä solukkoa kohden. Kaikki näytteiden 
taimet olivat kasvaneet ilman kosketusta viereisiin taimiin. Tällä vältettiin mahdolliset väärät 
positiiviset tulokset etenkin lehti-, rönsy- ja marjanäytteiden osalta. 
 
3.2 P. fragariae -tutkimusmateriaali 
 
Punamädän tutkimusmateriaali saatiin Eviralta (Mirkka Soukainen). Materiaali koostui 21 
taimesta ja juurinäytteistä, jotka olivat peräisin punamädän saastuttamilta pelloilta. Kyseisiä 
taimia ei ollut testattu punamädän osalta, mutta punamätää oli havaittu samalla peltoalalla. 
Tutkimusmateriaali koostui useista eri puutarhamansikan lajikkeista (Korona, Honeoye, 
Polka, Sonata ym.). Osa kruununäytteistä ja juurinäytteistä oli peräisin samasta yksilöstä. 
Kaikissa tutkituissa näytteissä infektio oli jo edennyt pitkälle ja ne sisälsivät näkyviä oireita, 
joten suunniteltua menetelmää ei päästy kokeilemaan oireettomilla taimilla. Standardiajoihin 
käytetty punamätäpatogeenin puhdasviljelmäkanta oli peräisin James Hutton instituutista, 
Skotlannista (David Cooke). 
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3.3 DNA:n eristys, näytteiden homogenisointi sekä eristys magneettipartikkeleilla 
 
Mansikan taimista preparoitiin aluksi noin 100 mg näytteitä, ja punnituksen jälkeen ne 
säilöttiin pakkasessa (-    C). Näytteitä otettiin eri solukoista, kuten juurista, lehtikruunusta, 
lehdistä sekä rönsyistä. Alkuperäistä näytteen kokoa suurennettiin yhdistämällä näytteitä, 
koska DNA:n eristäminen noin 100 mg näytteestä osoittautui epävarmaksi menetelmäksi. 
Yhdistetyt näytteet olivat aina samasta taimesta ja solukosta. 
Kasvisolukkonäytteiden homogenisointiin kokeiltiin erilaisia menetelmiä. 
Lasihomogenisaattori soveltui lähinnä kaikista pehmeimmille solukoille kuten erittäin nuorille 
lehdille. Lasihomogenisaattoria käytettiin ainoastaan Phytophthora cactorum -
puhdasviljelmän homogenisointiin. Kaikkia solukoita pyrittiin myös homogenisoimaan 
Qiagen TissueLyzer -laitteella. Näytteet laitettiin 2 ml safelock mikrosentrifugi -putkiin, jossa 
oli yksi 5 mm homogenointikuula. Putket, joissa näytteet olivat, upotettiin nestetyppeen, 
jonka jälkeen TissueLyzer:n ravistusnopeutena käytettiin 20 krt/s, 15 sek ajan. Lehtinäytteet 
homogenisoituvat TissueLyzer:lla ilman ongelmia, mutta kovimmat solukot, kuten kruunu ja 
paksuimmat juurinäytteet oli pilkottava preparointi vaiheessa, jotta homogenisointi onnistui. 
Osa näytteistä ei homogenisoitunut homogenisaattorilla. Erityisesti lehtikruunu-, juuri- ja 
rönsynäytteet saatiin parhaiten homogenisoitua huhmareen ja nestetypen avulla. 
DNA:n eristykseen käytettiin magneettipartikkeleita. Eristysmenetelmä perustui Garrido 
ym. 2009 artikkeliin, jota oli muokattu Maarit Peuran pro gradu -työssä (Peura 2013). 
Eristyksen jälkeen näytteen DNA pitoisuus mitattiin NanoDrop-laitteella ja näytteet säilöttiin 
pakkasessa (-20 °C) qPCR määritykseen saakka. 
 
3.4 Koettimen ja alukkeiden suunnittelu 
 
Monistettavaksi alueeksi oli valittu mitokondriaalinen sytokromi c oksidaasi alue. Sytokromi 
c oksidaasi -proteiini koostuu useasta alayksiköstä ja lajimääritykseen sopivia DNA-
sekvenssejä etsittiin alayksiköiden 1 ja 2 alueilta. Alayksikkö 1 (COI) alue soveltui 
kummankin patogeenin kohdalla paremmin diagnosointiin, sillä COII geenin kohdalla eri 
kantojen välinen varianssi oli huomattavasti suurempaa. Patogeenin kaikki sekvensoidut COI 
alueet tasattiin (align) Geneious-ohjelman avulla ja niille muodostettiin konsensussekvenssi. 
Konsensussekvenssille suunniteltiin alukkeet ja koetin 
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http://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index-sivuston avulla. Oletusparametreja muutettiin 
seuraavasti: 
Tulosten lukumäärä: 20 
Alukkeen t(m): min 58 °C - optimi 60 °C - max 62 °C 
Alukkeen GC%: 40-65% 
Koettimen Tm: 68 °C -70 °C -72 °C 
Monistettavan alueen pituus: 54-250 emäsparia 
 
Näiden lisäksi varmistettiin, ettei alukkeen 3’ päässä ole viiden nukleotidin alueella yli 
kolmea sytosiini- tai guaniiniemästä. Alukkeet sekä koetin suunniteltiin siten, että niiden 
sulamislämpötila (Tm) oli sama ja että ne olivat lajispesifejä. Näin molemmat patogeenit oli 
mahdollista tunnistaa samasta näytteestä. Saatujen alukkeiden lajispesifisyys varmistettiin 
PrimerBlast-ohjelmalla. Alukkeet ja koettimet (Taulukko 4) eivät olleet täysin lajispesifejä, 
joten niitä jouduttiin muokkaamaan käsin lisäämällä tai poistamalla yksittäisiä nukleotidejä. 
Lajispesifisyyden määrittämisessä käytettiin apuna Geneious-ohjelmaa, johon haettiin 
patogeenin konsensussekvenssin 200 samankaltaisinta tulosta ”NCBI Blastin” avulla. 
Yksittäisten nukleotidien poistamisen tai lisäämisen jälkeen varmistettiin, etteivät alukkeen 
rajaparametrit ylity. Lopuksi varmistettiin, että alukepari ja koetin molemmat olivat alueelta, 
jotka olivat identtisiä saman lajin eri kantojen välillä. 
Jotta patogeenit voidaan tunnistaa samasta ajosta, oli niihin suunniteltava koettimet, joissa 
on eri aallonpituudella valoa fluoresoiva reportteri. P. cactorum sekvenssiin kiinnittyvässä 
koettimessa 5’ pään reportterina oli FAM, jonka emissiomaksimi on 520 nm (Anon. 2014b). 
P. fragariae tunnistettiin koettimella, jossa reportterina toimi TET, jonka emissiomaksimi on 
539 nm (Anon. 2014b). Molempien koettimien 3’ pään vaimentaja (Quencher) oli BHQ-1. 
Käytetyllä qPCR-laitteella käytetyt koettimien aallonpituudet voidaan rekisteröidä eri 
kanavassa. 
Taulukko 4: kvantitatiivisessa PCR -rekatiossa käytetyt alukkeet ja koettimet. 
nimi sekvenssi 
cactorum -aluke (ylävirta) CTGGTTGGACAGTTTATCCA 
cactorum -aluke (alavirta) GTAATGGCTCCAGCTAATACA 
cactorum -koetin ACAAGCGCACTCAGGACCTTCAGT 
fragariae -aluke (ylävirta)  GGACAGTTTATCCACCATTATCA 
fragariae -aluke (alavirta)  TGTAATTGCTCCAGCTAATAC 
fragariae -koetin TGCCAAATCTACTGAAGGTCCTGAATGTGC 
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3.5 Kvantitatiiviset PCR määritykset 
 
3.5.1 qPCR-olosuhteiden optimointi 
 
Suunnitellut alukkeet testattiin kummallekin patogeenille ennen koettimen tilaamista. 
Alukkeiden lajispesifisyys testattiin kvantitatiivisella PCR:llä ajamalla patogeenin 
puhdasviljelmästä tehty standardilaimennossarja. Testissä käytettiin DNA:n 
värjäysmenetelmää (SYBR Green). Alukkeiden lajispesifisyys ja monistustehokkuus 
määritettiin sulamiskäyräanalyysin ja standardisuoran perusteella. Käytössä olleissa P. 
cactorum -kannoissa (407 ja 440) ei havaittu eroja qPCR-tehokkuudessa, joten kaikissa P. 
cactorum -patogeenin määrityksissä käytettiin standardina kantaa 440. 
Ennen patogeenimäärityksiä koettimen kanssa menetelmän olosuhteet oli optimoitava. 
Standardilaimennossarjoja ajettiin eri lämpötiloissa sekä inkubaatioajoissa (Taulukko 5). 
Tutkimuksen alkuperäisen tavoitteen mukaan punamätä ja tyvimätä oli tarkoitus myös 
tunnistaa molemmat samasta näytteestä, joten qPCR-olosuhteiden oli oltava samat. Alun perin 
tyvimädän diagnosoinnin optimoinnin yhteydessä löytyneet olosuhteet toimivat myös 
punamädälle. Täten kaikki määritykset suoritettiin ohjelmalla, jossa 10 min alkudenaturaatio 
suoritettiin 95 °C lämmössä. Tätä seurasi 40 monistussykliä, jossa oli 10 s denaturaatiovaihe 
94 °C:ssa, 30 s alukkeiden kiinnitysvaihe 58 °C:ssa sekä 8 s elongaatio-vaihe 72 °C:ssa.  
 
Taulukko 5: Menetelmän optimointia varten testatut PCR-ohjelmat. Alkudenaturaatio kesti kaikissa ohjelmissa 10 
min, 95°C. 
 PCR syklin vaihe, inkubointiaika ja lämpötila 
 Denaturaatio Annealing Elongaatio 
1 95 °C 10 s 58 °C 30 s 72 °C 30 s 
2 95 °C 10 s 60 °C 50 s 72 °C 1 s 
3 95 °C 10 s 60 °C 50 s 72 °C 10 s 
4 95 °C 10 s 62 °C 50 s 72 °C 10 s 
5 95 °C 10 s 64 °C 50 s 72 °C 10 s 
6 94 °C 10 s 60 °C 30 s 72 °C 3 s 
7 94 °C 10 s 60 °C 30 s 72 °C 8 s 
 
Inkubointiaikojen ja lämpötilojen lisäksi testattiin eri aluke- ja koetinkonsentraatioita. Eri 
konsentraatiot testattiin qPCR-ohjelmalla, jonka oli todettu toimivan kummallakin 
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patogeenillä. Optimointia varten testatut koetinkonsentraatiot reaktioliuoksessa olivat 0,1 µM 
ja 0,2 µM. Testatut alukekonsentraatiot reaktioliuoksessa olivat puolestaan 0,5 µM, 0,4 µM ja 
0,3µM.. Optimoinnin tuloksena kummankin patogeenin kohdalla käytettiin samoja 
reagenssipitoisuuksia. Patogeenimääritykset tehtiin 20 µl:n reaktiotilavuudessa, jossa oli 
LightCycler 480 Probes Master -reagenssia yksinkertaisena tilavuutena (Roche). Kummankin 
alukkeen konsentraatio oli 0,5 µM (yhteensä 1 µM), ja koetinkonsentraatio oli 0,2 µM. 
Templaattia tai näytettä reaktioseoksessa oli 5 µl ja sen DNA pitoisuus oli 5 ng/µl. Näytteet, 
joiden kokonais-DNA:n pitoisuus oli alle 5 ng/µl, määritettiin laimentamattomina. Kaikki qPCR-
ajot suoritettiin laitteella PTC-200 PCR Thermal cycler (MJ Research) yhdistettynä Chromo 4 
detektoriin (Bio-Rad). 
Kaikista patogeeninäytteistä tehtiin kolme teknistä rinnakkaista ajoa ja standardinäytteistä 
kaksi. Kaikissa ajoissa oli myös mukana kontrollinäyte (NTC), jossa oli sama reaktioliuos 
kuin näytteissä, mutta näytteen tai patogeenitemplaatin sijasta vettä. Jokaisessa qPCR-ajossa 
oli näytteiden lisäksi puhdasviljelmästä tehtyjä standardinäytteitä. Jokaisen näytteen C(t) -
arvo määritettiin teknisten rinnakkaisten arvojen keskiarvosta. Rinnakkaisten C(t) -arvojen 
hajonnaksi hyväksyttiin 0,7 C(t). Näytteet, joissa kaikki 3 rinnakkaista olivat liian kaukana 
toisistaan, ajettiin uudestaan, tai jätettiin huomiotta. 
Mansikan epäspesifisen DNA:n tai näytteiden epäpuhtauksien inhibitiivinen vaikutus PCR-
reaktion polymeraasin toimintaan, testattiin niin sanotulla terästyskokeella. Kokeeseen 
valittiin jo aiemmin positiivisiksi todettuja P. cactorum -näytteitä ja niistä valmistettiin 2 eri 
laimennosta, joista toisessa templaatin kokonais-DNA:n pitoisuus oli 5 ng/µl ja toisessa 0,5 
ng/µl. Näytteitä verrattiin puhdasviljelmästä tehtyyn standardilaimennossarjaan. Mikäli 
kulmakerroin DNA-pitoisuuden ja C(t) -arvojen välillä on sama sisäisessä standardissa ja 
näytteissä, voidaan todeta, etteivät näytteen epäpuhtaudet tai epäspesifinen DNA aiheuttaneet 
inhibitiota.  
Juuri- ja kruunusolukkonäytteiden lisäksi P. cactorum -patogeeni pyrittiin havaitsemaan 
lehti-, rönsy, tai marjasolukosta. Tämän avulla pyrittiin selvittämään leviääkö patogeeni 
systeemisesti. Tätä testattiin viidellä eri taimella, joiden juuri- tai kruunusolukosta patogeeni 
oli jo saatu määritettyä. Yhteensä seitsemän lehti-, rönsy-, tai marjasolukon näytettä tutkittiin. 
Tutkitut rönsyt valittiin sen mukaan, etteivät ne olleet kasvatuksen aikana olleet kosketuksissa 
toisiin yksilöihin. 
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3.5.2 Patogeenien samanaikainen tunnistaminen 
 
Tutkimuksessa oli alun perin tarkoitus selvittää, voidaanko patogeenejä P. cactorum sekä P. 
fragariae tunnistaa samanaikaisesti. Kummallekin patogeenille oli suunniteltu koetin, jonka 
reportterit fluoresoivat eri aallonpituusalueella, jotta ne pystyttiin erottamaan toisistaan. 
Kaikissa duplex-määrityksissä käytettiin samaa reaktioseosta, jossa oli kummankin 
patogeenin alukkeet sekä koettimet. Aluke- ja koetinkonsentraatiot olivat samat kuin muissa 
määrityksissä. Määrityksessä selvitettiin onko patogeenien tunnistuksessa eroja riippuen, siitä 
onko templaattina molemmat, vai ainoastaan toisen patogeenin templaatti-DNA:ta. Samalla 
selvitettiin fluoresoiko jompikumpi koetin epäspesifisesti.  
Kummankin patogeenin templaatti-DNA:n määrä standardinäytteissä oli 25 pg, 2,5 pg sekä 
0,25 pg. Yhdenaikaisen tunnistuksen (duplex) toimivuus ja tehokkuus selvitettiin 
vertailemalla yhdessä ja erikseen ajettujen C(t) -arvojen eroja sekä fluoresenssitasoja 
toisiinsa. Puhdasviljelmistä valmistettujen näytteiden lisäksi menetelmän toimivuutta 
selvitettiin aiemmin positiivisiksi määritettyjen viiden puna- ja tyvimätä näytteen avulla. 
Kaikki tutkitut näytteet oli eristetty juurisolukosta. Myös näissä ajoissa puna- ja 
tyvimätänäytteet ajettiin yhdessä ja erikseen. 0-kontrollinäytteinä käytettiin tyvimätäkokeen 
infektoimattomista kasveista tehtyjä näytteitä. Kaikki määritykset tehtiin samassa ajossa ja 
kolmena rinnakkaisena.  
 
3.6. Tilastolliset menetelmät 
 
Tulosten tilastolliseen käsittelyyn käytettiin IBM SPSS -ohjelman versiota 21. Eri ryhmien 
patogeeni DNA määrien käsittelyyn käytettiin T-testiä tai ANOVA post hoc tukey testiä. 
Korrelaatiot eri ryhmien välillä määritettiin Parson’s testin avulla. Kaikki määritykset tehtiin 
standardiparametreillä. 
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4 TULOKSET 
 
4.1 DNA:n eristys 
 
DNA eristettiin onnistuneesti yhteensä 158 näytteestä. Onnistuneeksi eristykseksi laskettiin 
kaikki ne näytteet, joiden kokonais-DNA:n pitoisuus oli yli 1 ng/µl. Näytteiden DNA-määrät 
vaihtelivat välillä 1 ng/µl ja 35,1 ng/µl. Kruunu- ja juurisolukosta eristetyt näytteet sisälsivät 
keskimäärin yhtä paljon kokonais-DNA:ta. Näytteiden kokonais-DNA määrien keskiarvot eri 
solukoissa eivät eronneet merkitsevästi toisistaan (p>0,05). 
 
4.2 Menetelmien optimointi 
 
Kummankin patogeenin DNA:sta tehtiin standardisuora, jonka avulla selvitettiin menetelmän 
herkkyyttä. Puhdasviljelmästä eristetystä patogeeni-DNA:sta tehtiin 10-kantainen 
laimennossarja. Standardisuoran avulla selvitettiin menetelmän tehokkuutta, joka määritetään 
standardisuoran kulmakertoimen avulla. Parhaimmat kulmakertoimet saatiin käyttämällä 
qPCR-ohjelmaa, jonka sykli alkudenaturaation jälkeen oli 95 °C 10 s, 60 °C 30 s, 72 °C 8 s. 
Myöhemmässä vaiheessa huomattiin, että monistustehokkuus saattoi olla hieman 
tehokkaampi, jos alukkeiden kiinnittymisvaiheen lämpötilaa laskettiin 60:stä 58 °C:n. Paras 
alukekonsentraatio patogeenien tunnistamiseen oli 0,5 µM per aluke ja koetin 
konsentraatioista 0,2 µM toimi paremmin. Aluke ja koetinkonsentraatiot kuvaavat molemmat 
lopullista konsentraatiota reaktioliuoksessa. Näytteiden epäpuhtauksien tai epäspesifisen 
mansikan DNA:n ei havaittu aiheuttavan inhibitio Taq-polymeraasin toiminnassa. Näytteet, 
jotka oli laimennettu 10-kertaisesti sisälsivät standardin mukaan 10-19 kertaa vähemmän 
patogeeni-DNA:ta, joten epäpuhtauksilla tai epäspesifillä DNA:lla ei ole inhibitiivistä 
vaikutusta. 
P. cactorum -patogeenin puhdasviljelmän standardilaimennoksista pienin tunnistettu 
patogeenimäärä oli 250 fg patogeenin kokonais-DNA:ta (Kuva 2). C(t) -arvo kyseisessä 
näytteessä oli 39,5. Standardilaimennoksissa, joissa oli 25 ng tai 25 fg patogeeni-DNA:ta, 
rinnakkaisten näytteiden välillä oli liikaa huojuntaa ja ne jätettiin huomiotta (rinnakkaisten 
näytteiden C(t) arvojen ero oli liian suuri patogeeni-DNA:n määrän kvantitointiin). 
Phytophthora fragariae -patogeenistä ei pystytty tekemään yhtä kattavaa standardia 
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reagenssien puutteen takia. Näytteiden mukana ajetut standardisuorien avulla tunnistettiin 
parhaimmillaan 250 fg P. fragariae -patogeenin DNA:ta (Kuva 3).  
 
 
Kuva 2: P. cactorum -standardilaimennossarja. Patogeeni DNA:n määrät näytesarjassa ovat välillä 25 ng- 25 fg. 
(Standardisuoran punaiset pisteet 25 ng sekä 25 fg jätetty pois standardisuoran yhtälöstä). 
 
Kuva 3: P. fragariae -puhdasviljelmän standardisuora. Patogeeni-DNA:n määrät 25 pg, 2,5 pg ja 250 fg. 
 
4.3 Tyvimätä määritys 
 
Tyvimätänäytteiden kvantitatiivista analysointia varten oli selvitettävä riippuivatko 
patogeeni-DNA:n määrä tai tietyn ryhmän positiivisten tulosten määrä jostain koeasettelun 
vaiheesta. Tämä oli tarpeen, koska esimerkiksi näytteen joiden DNA-pitoisuus oli alle 5 ng/µl 
ei pystytty normalisoimaan.  
Solukkonäytteen alkuperäisellä painolla ei ollut merkitystä patogeenin tunnistukseen. 
Juuri- ja kruununäytteet, josta tyvimätä havaittiin, painoivat keskimäärin 0,147g (N=22), kun 
negatiiviset näytteet painoivat vastaavasti 0,171g (N=19). Yksisuuntaisen riippumattomien 
otosten t-testin mukaan ero ei ollut tilastollisesti merkitsevä (p>0,05). Myöskään positiivisiksi 
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(N=22) tai negatiivisiksi (N=26) määritettyjen näytteiden alkuperäinen logaritmisen 
templaatti-DNA:n pitoisuuden keskiarvo ei poikennut toisistaan merkitsevästi (p>0,05). 
Logaritmisen templaatti-DNA:n alkuperäinen pitoisuus ei korreloinut logaritmisen 
patogeeni-DNA:n määrän kanssa (Pearson) (p>0,05). Myöskään näytteissä, joita ei 
laimennettu (näytteet joiden templaatti DNA -pitoisuus oli alle 5 ng/µl) ei havaittu 
korrelaatiota logaritmisen patogeeni-DNA määrän kanssa (p=0,13). Solukon painon ja 
näytteen patogeeni DNA -määrän välillä oli negatiivinen (Pearson) korrelaatio, joka lähestyi 
tilastollista merkitsevyyttä (p= 0,063). Solukon painon ja templaatti-DNA:n logaritmisen 
määrän välillä ei ollut korrelaatiota (p>0,05). 
 
4.3.1 Positiivisten tulosten määrä ja systeeminen leviäminen 
 
P. cactorum -patogeeni määritettiin yhteensä 53:sta juuri- ja kruunusolukkonäytteestä, joista 
12 oli negatiivisia kontrollinäytteitä. Yhdestäkään negatiivisesta kontrollinäytteestä ei saatu 
positiivista tulosta. Kruunu- ja juurisolukkonäytteistä 22 kappaletta oli positiivisia (N=41). 
Tyvimätä tunnistettiin yhteensä 14:stä eri taimiyksilöstä. 
Tulokset kaikista määritetystä P. cactorum -näytteestä jaoteltiin ryhmiin solukon, 
patogeenikannan ja isäntälajikkeen mukaisesti. Kvalitatiivisiin tuloksiin otettiin huomioon 
kaikki 41 kruunu- ja tyvisolukon näytettä. Positiivisten tulosten määrissä oli selviä eroja 
solukko-, patogeenikanta- sekä isäntälajikohtaisesti. Selvin ero mansikkalajikkeiden välillä 
oli, ettei Senga sengana -taimista saatu positiivisia tuloksia kuin juurisolukosta. Hawaii 4 -
taimista patogeeni sen sijaan havaittiin yhtä usein, tai jopa useimmin kruunusolukosta 
(Taulukko 6). Kruunusolukon osalta kaikki Senga 407 -näytteet jäivät vain hieman 
fluoresenssiraja-arvon alapuolelle kvantitatiivisessa PCR määrityksessä. Epäspesifistä 
sitoutumista tai vääriä positiivisia tuloksia ei havaittu koko kokeen aikana, joten vaste oli 
todennäköisesti peräisin pienestä patogeeni-DNA:n määrästä. Positiivisten tulosten määrässä 
oli myös selvä ero ryhmien Senga 407 ja Senga 440 välillä. Ryhmien Hawaii 407 sekä Hawaii 
440 välillä oli myös ero mutta kyseessä ei ollut yhtä merkittävä ero. 
Kruunu ja juurisolukoiden lisäksi selvitettiin patogeenin mahdollinen systeeminen 
leviäminen solukoista toiseen. Kaikki tutkitut seitsemän näytettä olivat peräisin taimista, 
joista P. cactorum oli saatu määritettyä juuri- tai kruunusolukosta.  Tutkitut lehti-, marja- ja 
rönsynäytteet olivat Patogeeni-isäntä ryhmistä ”Hawaii 44 ” sekä ”Senga 4 7” sekä ”Senga 
44 ”. Yhdessä tapauksessa patogeeni saatiin havaittua saman taimen juuresta, kruunusta sekä 
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lehdestä. Kyseessä oli patogeenikannalla 440 infektoitu F. vesca Hawaii 4 -taimi. Marjasta tai 
rönsystä P. cactorum -patogeeniä ei saatu määritettyä. 
Taulukko 6: Positiivisten tulosten määrä suhteessa ajettuihin kruunu- ja juurisolukkonäytteisiin. P. cactorum -
näytteet jaoteltuna eri ryhmiin  solukon, patogeenikannan ja isäntäkasvin mukaan. 
Solukko Senga 407 Senga 440 Hawaii 407 Hawaii 440 yht Senga 0 vesca 0 yht 
Juuri 
100 % 
N=7 
25 % 
N=4 
60 % 
N=5 
66 % 
N=6 
63 % 
N=22 
0 % 
N=5 
0 % 
N=5 N=32 
Kruunu 
0 % 
N=4 
0 % 
N=5 
60 % 
N=5 
80 % 
N=5 
37 % 
N=19 
0 % 
N=1 
0 % 
N=1 N=21 
Yht 
64 % 
N=11 
11 % 
N=9 
50 % 
N=10 
73 % 
N=11 
51 % 
N=41 
0 % 
N=6 
0 % 
N=6 N=53 
 
4.3.2 P. cactorum -positiivisten solukkonäytteiden patogeeni-DNA:n määrä 
 
Tyvimätä-patogeenillä infektoitujen näytteiden C(t) -arvot vaihtelivat 28,75-39,79 välillä. 
Pienin näytteistä havaittu P. cactorum -patogeenin DNA:n määrä, jonka rinnakkaiset arvot 
eivät olleet liian kaukana toisistaan, sisälsi standardin mukaan P. cactorum -patogeeniä 0,36 
pg. 
Tutkittujen näytteiden patogeeni-DNA:n määrä voitiin selvittää patogeenin 
puhdasviljelmästä tehdyn standardinlaimennossarjan avulla. Kaikki tulosten DNA-määrät 
muutettiin logaritmiseen muotoon. Ainoastaan ”Senga 4 7 juuri” ja ”Hawaii 4 juuri” ryhmien 
patogeeni-DNA:n määrien keskiarvojen välillä oli tilastollinen ero ANOVA post hoc Tukey 
testin perusteella. Yhden ryhmän toistojen määrä oli kuitenkin niin pieni (N=1-7) (Taulukko 
6), ettei yksittäisten ryhmien välisiä eroja voitu luotettavasi määritellä tilastollisesti. Täten eri 
koeryhmien patogeeni-DNA:n määrien keskiarvoja vertailtiin patogeeni- solukko- tai 
isäntäkasvikohtaisesti. 
Juuri- ja kruunusolukosta otetut näytteet sisälsivät tilastollisesti yhtä paljon patogeeni-
DNA:ta. Myös eri patogeenikannalla infektoidut taimet sisälsivät tilastollisesti toisistaan 
poikkeamattoman määrän patogeeni-DNA:ta. Isäntäkasvien välillä oli puolestaan eroja. 
Kaikkien Senga sengana -taimien logaritmisen patogeeni -DNA määrän keskiarvo (10
-1,40
 ng) 
(N=8) oli suurempi, kuin Hawaii 4 -taimien (10
-2,24
 ng) (N=13). Riippumattomien otosten t-
testin mukaan ero on tilastollisesti merkitsevä (p=0,025). Myös pelkästään patogeenikannalla 
407 infektoitujen taimien patogeeni DNA määrän keskiarvo oli suurempi Senga sengana 
taimissa (10
-1,35 
ng) N=7, kuin Hawaii 4 -taimissa (10
-2,61
 ng) N=5. Riippumattomien otosten 
35 
 
t-testin mukaan ero oli tilastollisesti merkitsevä (p=0,016). Sama ero havaittiin myös pelkissä 
juurisolukoissa. Patogeenikannalla 407 infektoitujen taimien juurisolukoista Senga sengana -
taimien patogeeni-DNA määrän keskiarvo (10
-1,35
 ng) (N=7) oli suurempi kuin Hawaii 4 -
taimien (10
-3,35
 ng) (N=2). Toistojen määrä tässä ryhmässä on kuitenkin niin pieni, ettei se ole 
tilastollisesti vertailukelpoinen (Taulukko 6). Ryhmästä ”Senga 440” ei ollut kuin yksi 
positiivinen tulos. Tilastolliset erot muihin koeryhmiin selvitettiin t-testillä. 
 
4.4 P. fragariae -positiivisten solukkonäytteiden patogeeni-DNA:n määrä 
 
Punamätänäytteistä qPCR:llä ajettiin 5 hiusjuuri, 5 pääjuuri ja 7 kruununäytettä. Hiusjuuri- ja 
kruununäytteet olivat kaikki negatiivisia, kun taas pääjuurinäytteistä neljä viidestä oli 
positiivisia. Näytteiden yhteydessä ajetun standardin perusteella näytteet sisälsivät patogeeni-
DNA:ta 1,35 pg - 14 pg. Patogeeni-DNA määriä vastaavat C(t) -arvot olivat välillä 27,1 - 
31,69.. Viidennen pääjuurinäytteen C(t) -arvo oli standardisuoran ulkopuolella (standardia 
pienempi pitoisuus). Taiminäytteiden lisäksi Eviralta saadut positiiviset kontrollinäytteet 
määritettiin samalla menetelmällä. Kahdeksasta näytteestä yhtä lukuun ottamatta kaikista 
saatiin positiivinen tulos hydrolysaatiokoettimen avulla määritettynä. Näytteestä, joka 
osoittautui negatiiviseksi, saatiin kuitenkin SYBR Green -menetelmällä positiivinen tulos, 
eikä sen sulamiskäyrä poikennut muista positiivisiksi määritetyistä näytteistä. 0-kontrolleissa, 
negatiivisissa kontrolleissa, sekä P. cactorum DNA:ta sisältävissä näytteissä ei havaittu P. 
fragaraie -DNA:ta. Eviran positiiviset kontrollinäytteet sekä pääjuurinäytteet, joista punamätä 
saatiin havaittua, tutkittiin myös tyvimädän osalta. Kyseiset näytteet eivät kuitenkaan 
sisältäneet havaittavaa määrää P. cactorum -patogeeniä 
 
4.5 Patogeenien yhdenaikainen tunnistaminen 
 
Punamädän määrittäminen yhdenaikaisesti tyvimädän kanssa ei onnistunut käytetyllä 
menetelmällä. Kumpikin patogeeni pystyttiin havaitsemaan yhtä hyvin riippumatta siitä oliko 
reaktioliuoksessa kummankin patogeenin templaatti-DNA:ta vai ei. Menetelmä antoi 
kuitenkin vääriä positiivisia tuloksia tyvimädän osalta (koettimen reportterina FAM), kun 
punamädälle suunniteltu koetin (reportterina TET), toimi ilman ongelmia kaikissa 
tapauksissa. Näytteet, joissa templaattina oli pelkästään punamätä-patogeenin DNA:ta, 
antoivat positiivisen tuloksen myös tyvimädän osalta. Kontrollinäytteissä (NTC) tätä ei 
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kuitenkaan havaittu. Myöskään erillisessä määrityksessä, jossa reaktioliuosseoksessa oli 
pelkästään toisen patogeenin alukkeet ja koetin, vastaavaa epäspesifistä fluoresenssia ei 
havaittu.  
 
5 TULOSTEN TARKASTELU 
 
5.1 Patogeenin P. cactorum diagnosointi qPCR-menetelmällä 
 
5.1.1 Yleisesti 
 
Tyvimädän määrityksissä 41 määritetystä kruunu-, juurisolukkonäytteestä 22 osoittautui 
positiivisiksi. Vaikka kaikista kontrolloiduissa olosuhteissa infektoiduista taimista ei saatu 
positiivista tulosta, oli menetelmän avulla mahdollista tunnistaa kasvipatogeeni P. cactorum 
ennen näkyvien oireiden ilmaantumista. Positiivisiksi määritettyjen näytteiden lisäksi, 
kahdessa näytteessä osa kolmesta rinnakkaisesta määrityksestä antoi positiivisen tuloksen. 
Oletettavasti patogeenipitoisuus näissä näytteissä oli liian alhainen. Käytetyssä 
koeasetelmassa ei havaittu ei-toivottuja korrelaatiota eri työvaiheiden välillä. Alkuperäinen 
solukkonäytteen paino ei vaikuttanut positiivisten tulosten määrään, näytteen sisältämään 
logaritmiseen kokonais-DNA:n määrään tai logaritmiseen patogeeni-DNA:n määrään. 
Myöskään näytteen sisältämä logaritminen kokonais-DNA määrä ei vaikuttanut positiivisten 
tulosten määrään tai patogeeni-DNA:n määrään. Ainoa korrelaatio, joka lähestyi tilastollista 
merkitsevyyttä (p=0,05) oli solukkonäytteen painon ja logaritmisen patogeeni-DNA:n välillä. 
Kyseessä oli kuitenkin negatiivinen korrelaatio, eikä se olisi vaikuttanut tulosten tulkintaan, 
joten se jätettiin huomiotta. 
Tutkimuksen suunnitteluvaiheessa tehtiin oletus, että tyvimätä on helpointa määrittää 
kruunusolukosta, sillä näkyvät oireet ovat pääasiassa lehtikruunussa. Patogeeni oli kuitenkin 
helpommin havaittavissa juurisolukosta. Alkuperäisen suunnitelman takia suurin osa 
valmistetuista näytteistä oli kruunusolukkoa juurisolukon sijasta. Juurisolukoista saatiin vain 
noin 5 näytettä testiryhmää kohden.  
Yleisesti kvantitatiiviseen PCR-menetelmään perustuvassa patogeenimäärityksessä on 
testille asetettava niin sanottu ”Cut-off” arvot. Nämä tarkoittavat C(t) -arvoja, joiden ylä- tai 
alapuolella positiiviset tulokset jätetään huomiotta. Tarkkaa ”cut-off” arvoa ei kuitenkaan 
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pystytty määrittämään. Yhtään epäspesifistä monistumista ei havaittu 0- tai negatiivisissa 
kontrollinäytteissä. P. cactorum -patogeenille suunnitellut alukkeet eivät myöskään 
monistaneet P. fragariae -puhdasviljelmää, eikä koetin kiinnittynyt P. fragariae -sekvenssiin. 
Kuitenkin C(t) -arvon ollessa yli 39, teknisten rinnakkaisten ajojen välinen hajonta kasvoi 
liian suureksi, tai osa rinnakkaisista näytteistä ei ylittänyt C(t) -raja-arvoa. 
 
5.1.2 Tulosten analysointi kvalitatiivisesti 
 
Kvalitatiivisten tulosten perusteella patogeenikannalla ja isäntälajikkeella molemmilla on 
merkitystä positiivisten tulosten määrään. Senga sengana -taimista ei saatu yhtään positiivista 
tulosta kruunusolukosta, vaan kaikki positiiviset tulokset olivat juurisolukosta. Tämän 
perusteella kyseinen isäntätaimi on joko vastustuskykyisempi P. cactorum -patogeeniä 
vastaan, tai vaihtoehtoisesti patogeeni leviää eri nopeudella eri isäntälajeissa. Kaikki ”Senga 
4 7” -ryhmästä määritetyt kruununäytteet olivat vain hieman fluoresenssirajan alapuolella, 
joten herkemmällä menetelmällä tai mahdollisesti jatkamalla kasvatusta, myös näistä olisi 
saatu positiivisia tuloksia. Onkin todennäköistä, että positiivisten tulosten puute johtuu 
patogeenin vaihtelevasta leviämisnopeudesta eri taimilajeilla. Tutkimuksessa käytetyt 
taimilajikkeet olivat kasvaneet eri nopeudella ja Senga sengana oli näistä kookkaampi, joten 
myös isäntäkasvin koko saattaa vaikuttaa patogeenin leviämisnopeuteen (Kuva 4). Tästä 
syystä kvalitatiiviset tulokset kuvastavat parhaiten patogeenikantojen eroja yhdessä 
isäntälajissa. Patogeenikantojen välillä oli selvä ero Senga sengana -taimissa, joissa 
patogeenikanta 407 oli selvästi kantaa 440 virulentimpi (Taulukko 6). F. vesca Hawaii 4 -
lajikkeelle kanta 440 oli puolestaan kantaa 407 virulentimpi. Patogeenikannalla 440 
infektoiduista Senga sengana -taimista patogeeni havaittiin vain yhdestä näytteestä. Hawaii 4 
-taimista saatiin kuitenkin 8 positiivista tulosta. Tämä ero saattaa johtua joko 
infektionopeudesta, taimen kasvunopeudesta tai patogeenin isäntäspesifisyydestä. 
Aiemman tutkimuksen mukaan, patogeenikannan 407 on havaittu olevan virulentti 
puutarhamansikkalajikkeelle Jonsok. Patogeenikanta 440 ei puolestaan juurikaan aiheuttanut 
oireita puutarhamansikalle (Rytkönen 2012). Tämän tutkimuksen tulokset vahvistavat 
entisestään käsitystä että patogeenikanta 407 on virulentti puutarhamansikalle. 
Aikaisemmissa tutkimuksissa, joissa on tutkittu muita P. cactorum -kantoja, Senga 
sengana -puutarhamansikkalajikkeen on määritelty olevan vastustuskykyinen kyseistä 
patogeeniä vastaan. Senga sengana -lajiketta käytetäänkin usein tutkimuksissa toleranttina 
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verrokkina (Pérez-Jiménez ym. 2012, Eikemo 2003). Tämän tutkimuksen perusteella 
kuitenkin myös Senga sengana -lajike on altis patogeenikannalle 407.  
Tulokset vastasivat näytteenottohetkellä havaittuja eroja eri ryhmien välillä. Erityisesti 
patogeenikannalla 407 infektoidut Senga sengana -taimet olivat pienempiä kuin 
kontrolliryhmä ja patogeenikannalla 440 infektoidut taimet (Kuva 4).  
 
 
Kuva 4: Eri P. cactorum koeryhmät näytteenottohetkellä. 
 
5.1.3 Tulosten kvantitatiivinen analysointi 
 
Patogeenin virulenssia kasville arvioitiin myös näytteen sisältämän patogeeni-DNA:n määrän 
perusteella. Taimia oli kasvatettu yhtä kauan ja ne olivat olleet altistuneita patogeenille yhtä 
pitkään. Täten voitiin olettaa, että erot patogeeni-DNA:n määrässä johtuvat pääasiassa 
patogeenin virulenssista tai isäntäkasvin vastustuskyvyn puutteesta. Kvalitatiivisen 
määrityksen perusteella isäntäkasvilla on kuitenkin suuri vaikutus patogeenin 
infektionopeuteen. Tämä saattoi vääristää kvantitatiivisia tuloksia, kun eri isäntäkasvien 
patogeeni-DNA määriä lasketaan yhteen erilaisia vertailuja varten. Erot patogeeni-DNA:n 
määrissä kuvastivat todennäköisesti patogeenin virulenssista, mutta taimilajien toisistaan 
poikkeava kasvunopeus saattoi myös vaikuttaa patogeenipitoisuuteen tietyssä solukossa. 
Vaikka Senga sengana -taimista patogeeniä ei saatu määritettyä kruunusolukosta, on 
epätodennäköistä että tauti rajoittuisi pelkästään  juurisolukkoon. On mahdollista että 
kasvatusta jatkamalla myös muista solukoista olisi saatu positiivisia näytteitä. 
Patogeenikannalla 407 infektoiduista taimista Senga sengana -taimet sisälsivät Hawaii 4 -
taimia enemmän patogeeni-DNA:ta. Tilastollinen ero myös kaikkien Senga sengana ja Hawaii 
4 -taimien välillä saattaa selittyä patogeenikannan 407 patogeeni-DNA määrillä. Tilastollisesti 
merkitsevistä eroista biologisesti merkittävin on patogeenikannan 407 DNA määrän erot eri 
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isäntälajeissa. Ero taimilajikkeiden välillä on merkitsevä myös pelkän juurisolukon 
perusteella. Tämän perusteella patogeenikanta 407 on merkitsevästi virulentimpi Fragaria x 
ananassa Senga sengana -taimilajille. Patogeenikannalla 407 infektoitujen Senga sengana -
taimien korkea patogeeni-DNA:n määrä vastaa hyvin näytteenottohetkellä otettua kuvaa, 
jossa ryhmän ”Senga 4 7” -taimet ovat selvästi kitukasvuisempia, kuin 0-kontrolliryhmän tai 
”senga 44 ” -ryhmien taimet (Kuva 4). Tulosten perusteella vaikuttaa siltä että P. cactorum 
patogeenikanta 407 on erittäin virulentti myös resistentiksi arvioidulle Senga sengana -
lajikkeelle. 
 
5.1.4 Tyvimädän havainnointi eri solukoista 
 
P. cactorum on juuristopatogeeni, jonka pääasialliset lajityypilliset oireet voivat näkyvä 
patotyypistä riippuen joko marjoissa tai lehtikruunussa ja marjoissa. Positiivisia tuloksia 
saatiin kuitenkin eniten eri juurisolukoista, jonka näytteistä 72 % osoittautui tyvimätä-
positiivisiksi. Kruunusolukoista positiivisia tuloksia saatiin vain 37 % näytteistä. Tutkituissa 
taimissa ei ollut vielä näkyvissä oireita, joten on mahdollista, että patogeeni ei ollut vielä 
ehtinyt edetä kaikissa tapauksissa lehtikruunuun saakka. Etsittäessä P. cactorum -patogeeniä 
oireettomista taimista on kuitenkin hyvä ottaa näytteitä useasta eri solukosta, sillä patogeeni 
voi levitä myös pisaratartunnan avulla. Tulosten perusteella P. cactorum vaikuttaa siirtyvän 
solukosta toiseen taudin edetessä. Tauti etenee mahdollisesti hitaammin Senga sengana -
isäntälajissa, verrattuna F. vesca Hawaii 4 lajiin. Molemmat patogeenikannat saatiin 
määritettyä juuri- tai kruunusolukosta, joten P. cactorum kannat 407 sekä 440 ovat 
kummatkin erittäin todennäköisesti tyvimätää aiheuttavaa patotyyppiä. 
5.2 Patogeenin P. fragariae diagnosointi kvantitatiivisella PCR menetelmällä 
 
Tutkimuksessa esitetyllä kvantitatiivisella PCR menetelmällä voidaan tulosten perusteella 
havaita erittäin pieniä patogeeni-DNA määriä (250 fg). Menetelmää voidaan pitää erityisen 
herkkänä. Kuitenkin ainoastaan pääjuurista valmistetut näytteet osoittautuivat positiivisiksi. 
Positiivisten tulosten puute muissa solukoissa saattoi johtua siitä, että näytteitä oli säilytetty 
pitkään jääkaapissa. Esimerkiksi hiusjuurinäytteet olivat kuivuneet säilytyksen aikana, ja 
kruunusolukko puolestaan oli erittäin pitkälle hajonnut. Nekroottisen solukon runsaus saattoi 
vaikuttaa patogeenin tunnistusherkkyyteen. Myös patogeenin biologia saattoi vaikuttaa siihen, 
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ettei sitä havaittu muista solukoista, sillä erityisesti patogeenin elinkierron viimeisissä 
vaiheissa P. fragariae -patogeeni lisääntyy pääjuuren steelissä (Kuva 1). 
P. fragariae -tutkimusmateriaalina käytetyssä aineistossa infektio oli jo erittäin pitkällä ja 
oireet olivat selvästi näkyvillä, joten patogeeni-DNA:n suhde kokonais-DNA:han saattaa 
poiketa infektion alkuvaiheesta. Edellä mainituista syistä tulokset eivät välttämättä vastaa 
tilannetta, jossa patogeeni määritettäisiin oireettomista taimista. Tutkimusmateriaalina 
käytetyt taimet olivat peräisin pelloilta, eikä kontrolloiduista olosuhteista, joten on otettava 
huomioon, että positiiviset tulokset voivat olla jonkin lähilajin aiheuttamia. 
 
5.3 Patogeenien P. fragariae ja P. cactorum yhdenaikainen tunnistaminen 
 
Suunniteltu menetelmä ei toiminut patogeenien samanaikaiseen tunnistamiseen väärien 
positiivisten tulosten takia. Kummankin patogeenin tunnistus toimi yhtä tehokkaasti, mutta 
tyvimätä koettimen reportterin epäspesifinen virittyminen saattaa häiritä näytteiden 
kvantitointia ja pahimmillaan aiheuttaa vääriä positiivisia tuloksia. Väärien positiivisten 
tulosten taustalla voi olla useita syitä. Mahdollisesti P. cactorum -patogeenille suunniteltu 
koetin hydrolysoituu tuntemattomasta syystä, joka ilmenee epäspesifisenä fluoresenssina. 
Ongelma saattaa korjautua vaihtamalla koettimien reporttereja, aluke- tai koetinsekvenssejä. 
Myös PCR-ohjelman lämpötilojen tai aikojen muokkaaminen saattaa vaikuttaa epäspesifiseen 
fluoresenssiin. 
Käytännössä punamädän ja tyvimädän yhdenaikainen määrittäminen on suoritettava 
pääjuurisolukosta, sillä punamätä saatiin määritettyä ainoastaan tästä solukosta. Myös 
tyvimädän määrittäminen onnistui suuremmalla todennäköisyydellä pääjuurisolukoista. 
Tämän pro gradu -tutkimuksen puitteissa ei ollut mahdollisuutta optimoida menetelmää 
enempää. 
 
6 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Patogeenit Phytophthora fragariae ja P. cactorum saadaan molemmat tunnistettua 
suunnitellulla menetelmällä. Patogeenien samanaikainen tunnistus (duplex) ei puolestaan 
toiminut käytetyllä menetelmällä väärien positiivisten tulosten takia. Kumpikin patogeeni 
voidaan kuitenkin tunnistaa luotettavasti erikseen. Patogeenien tunnistaminen oireettomista 
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taimista onnistui parhaiten juurisolukosta. Molemmat P. cactorum -patogeenikannat kuuluvat 
tämän tutkimuksen perusteella tyvimätä -patotyyppiin. Systeeminen leviäminen juuren ja 
kruunun ulkopuolelle saatiin todettua vain yhdessä tapauksessa. Systeemistä leviämistä ei ole 
ennen havaittu, mutta tämän perusteella on mahdollista että tyvimätä -patotyypin P. cactorum 
voi levitä muihin kasvin osiin systeemisesti. Havainnon vahvistaminen vaati kuitenkin 
lisätutkimusta. Patogeenin systeemisen leviämisen tarkempaan määrittämiseen olisi tarvittu 
pidempi kasvatusaika. Pidemmällä kasvatusajalla patogeenin oireet olisivat kuitenkin tulleet 
näkyviin, jolloin toinen tutkimuksen päätavoitteista, patogeenin tunnistus oireettomista 
taimista, olisi vesittynyt.  
Senga sengana -lajiketta pidetään yleisesti toleranttina P. cactorum -patogeeniä vastaan 
(Eikemo ym. 2003, Pérez-Jiménez ym. 2012). Tämän tutkimuksen perusteella patogeenikanta 
407 kuitenkin aiheuttaa Senga sengana -lajikkeelle erittäin voimakkaita oireita. 
Aikaisemmissa tutkimuksissa patogeenikanta 407:n on havaittu olevan erittäin virulentti myös 
herkälle puutarhamansikkalajikkeelle ”Jonsok” (Rytkönen ym. 2012). Tämän tutkimuksen 
tulosten sekä aikaisempien julkaisujen perusteella, patogeenikanta 407 vaikuttaa olevan 
erittäin virulentti puutarhamansikantaimille riippumatta lajikkeesta. Patogeenikannan 407 
oireet ja patogeeni-DNA:n määrä poikkesivat selvästi eri isäntälajeissa. Ahomansikkalajike 
Hawaii 4 -lajike oli huomattavasti kestävämpi patogeenikantaa 407 vastaan.  
Aiemmissa tutkimuksissa P. cactorum -patogeenikannalle 440 ei ole löytynyt isäntäkasvia, 
jolle se olisi erityisen virulentti (Rytkönen ym. 2012). F. vesca Hawaii 4 -lajikkeessa 
patogeenikanta 440 aiheutti kuitenkin selviä oireita. Myös patogeenikannalla 440 
infektoitujen Hawaii 4 -taimien positiivisten tulosten lukumäärä oli huomattavasti suurempi, 
kuin samalla kannalla infektoitujen Senga sengana -taimien. Tulosten perusteella 
patogeenikanta on virulentimpi Hawaii 4 -taimille kuin Senga sengana -taimille. Tutkittujen 
patogeenikantojen virulenssin eroja ja isäntäspesifisyyttä olisi kuitenkin tutkittava laajemmin, 
jotta saataisiin selville niille erityisesti haavoittuvat isäntälajit.  
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KIITOKSET 
Haluaisin kiittää pro gradu -työn Ohjaajia FM Harri Kokkoa, FT Viivi Ahosta sekä FT Minna 
Hassista kaikista teoreettisista ja käytännön vinkeistä, sekä FM Anna Toljamoa sekä FM 
Maarit Peuraa työn aikana saadusta avusta. 
Haluaisin myös kiittää Sisä-Savon seutuyhtymän Marjaosaamiskeskusta myönnetystä 
stipendistä. Punamädän hävittämiseen liittyvä osuus tämän pro gradu -työn 
kirjallisuuskatsauksessa on tehty marjaosaamiskeskuksen pyynnöstä.   
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